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Liste des ubréviations

ABS : amylonitrile-butadiène-styrène

AMOLED : Active-matrix organic light-emitting diode

App : Amplitude pic à pic

( BG ) : Background, signal < bruit de fond >

CBM : Cytokinesis Block Micronucleus

Dsat : Dose de saturation

ESEEM : Electron Spin Echo Envelope Modulation

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

Gy : Gray, unité de dose absorbée

HYSCORE : Hyperfine Sublevel CORElation spectroscopy

IAEA : International Atomic Energy Agency

IRD : Improvised Radiation Device

IRSN : Institut de Radioprotection et de Sûreté Nucléaire

LCD : Liquid Crystal Display

MIS : Mechanical Induced Signals

NRBC : Nucléaire Radiologique Bactériologique et Chimique

PC :polycarbonate

PCC : Premature Chromosome Condensation

PET : polyéthylène téréphtalate

PMMA : polyméthacrylate de méthyle

PADC : Poly-A11yl-Diglycol-Carbonate

RED : Radiation Exposure Device

RIS : Radio-Induced Signal

RPE : Résonance Pararnagnétique Electronique

TFT : Thin-Film Transistor

LINSCEAR : United Nation Scientific Committee on the Effect of Atomic Radiation
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Introduction

L'Institut de Radioprotection et de Sûreté nucléaire (IRSN) est réguiièrement impliqué depuis

de nombreuses arurées dans la gestion de victimes d'irradiation accidentelle, en tant que

support technique pour I'Agence Internationale de l'Energie Atomique (AIEA) ou pour les

autorités françaises, et également en tant que support aux équipes médicales françaises qui

prennent en charge ces victimes. Au plan de la gestion médicale, les équipes de I'IRSN

interviennent pour l'aide à l'établissement du diagnostic, notamment via l'estimation des

doses reçues, ainsi qu'au niveau thérapeutique par la mise à disposition de traitements

innovants. Concernant les aspects dosimétriques, la variété des domaines de recherche de

I'IRSN a favorisé une approche multi-technique et multidisciplinaire, avec une concentration

de moyens qui reste rare parmi ses homologues internationaux. Les moyens opérationnels de

I'IRSN comprennent ainsi des techniques aussi variées que la cytogénétique, les analyses

radio-toxicologiques des excrétas (techniques de spectrométrie oc, scintillation liquide et

spectrométrie de masse), l'anthroporadiamétrie (spectrométrie gamma), les techniques de

reconstitutions dosimétriques expérimentales et numériques ainsi que les techniques de

dosimétrie physique telles que l'activation neutronique et la spectroscopie par résonance

parcmagnétique électronique (RPE). Au cours de ces quinze dernières années, la quasi totalité

des accidents dits sévères, c'est-à-dire avec des doses reçues ayarrt un effet à court terme sur la

santé des victimes et nécessitant une prise en charge médicale, était liée à une irradiation

externe. L'exposition dite interne, c'est-à-dire par inhalation ou ingestion, nécessite assez

rarement une hospitalisationl .

Le plateau technique de I'IRSN fait l'objet d'actions continues de recherches et de

développements qui s'enrichissent de l'expérience acquise sur la gestion de chaque cas, avec

pour objectif de répondre au mieux à l'ensemble des scénarios d'exposition possible.

Si, pour la plupart des accidents radiologiques, le nombre de victimes avérées est

habituellement faibles (< 10)', l'évolution du contexte international, notamment la menace

terroriste non conventionnelle de type NRBC3, a nécessité de reconsidérer les paramètres des

accidents, en incluant désormais des scénarios avec un nombre significativement plus élevé

de victimes avérées et potentielles. Dans ces cas, les victimes avérées seraient à identifier

parmi une population potentiellement importante, à l'échelle d'une mégalopole par exemple.

Concernant les scénarios d'exposition externe, les techniques de dosimétrie d'accident

utilisées en routine ne permettent pas actuellement de répondre, en termes de capacité, aux

exigences de ces nouveaux scénarios. Ces scénarios impliquent en effet des capacités de

mesure très importantes dans des délais de réponse courts, de l'ordre de quelques jours. Pour

I Exception faite du cas Alexander Litvinenko avec un empoissonnement au Polonium (année à préciser)
2 Exception faite de I'accident de Tchernobyl ou de Fukushima

'NRBC : Nucléaire Radiologique Bactériologique et Chimique
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pouvoir répondre à ces nouvelles situations d'urgence, differents programmes de recherche

nationaux ou européens ont été mis en place ces dernières années. Certains programmes

portent sur les aspects organisationnels de la gestion de crise et du développement de réseau

d'expertise, il s'agit par exemple de projets financés par la communauté européenne dans le

cadre du 7è'' PCRD4 tels que les projets MASH5 et TENEB6). D'autres progranìmes, tels que

les projets européens Booster et MultibiodoseT ou encore le projet italien DOSSIER, sont,

quant à eux, orientés vers le développement de nouvelles techniques d'évaluation de la dose

ou l'adaptation de techniques existantes (automatisation, adaptation des seuils de détection,

etc.).

Il apparait clairement qu'une seule technique ne pourra pas répondre à l'ensemble des

exigences des nouveaux scénarios de crise. C'est la raison pour laquelle, il a été recommandé

par un comité scientifique international d'experts, qui s'est réuni lors de l'édition 2006 du

congrès EPRBiodoss, d" mettre en æuvre une approche multidisciplinaire et multi-techniques

pour le tri (Alexander et a1.,2007). Compte tenu notamment du caractère non spécifique des

indicateurs biologiques de f inadiation d'un individu, un tri effectué sur la seule base de ces

indicateurs serait très incertain. C'est pourquoi les techniques de dosimétrie physique,

notamment la spectroscopie RPE, ont été, également considérées par ce comité. La

spectroscopie RPE est également mentionnée comme technique complémentaire aux

techniques de dosimétrie biologique dans différents rapports ou ouvrages traitant de cette

problématique (Rapport du < Advisory Group of Ionizing Radiation > (AGIR), Grande

Bretagne (HPA, 2009); Rapport du groupe de travail no9 du projet européen MASH; TMT-

handbook (Rojas-Palma et a1.,2009).11 faut noter que d'autres techniques de dosimétrie sont

également envisagées pour le fti ou la dosimétrie rétrospective. Les techniques de

luminescence stimulées thermiquement ou optiquement appliquées sur les veffes ou les

composants des objets électroniques personnels ont par exemple été identifiées comme

présentant un intérêt pour les applications de tri et font par ailleurs l'objet de programmes de

recherche, notamment à I'IRSN (Inrig et a1.,2008 ; 
'Woda et a1.,2009 ; Bassinet et a1.,2010 ).

Cette thèse s'inscrit dans cette démarche et vise à étudier les possibilités de la spectroscopie

RPE comme technique de dosimétrie rétrospective physique pour une application au tri de

population à très grande échelle, ou, à défaut, pour I'estimation des doses des victimes

avérées qui pourraient se compter par centaines ou par milliers.

4 7"'" PCRD : 7ème Programme Cadre de Recherche et Développement
5 http ://www. mashproj ect. com
6 hftp://teneb.eu
t http : / I multibiodose. eu
t EPRBiodos, congrès international de dosimétrie par RPE et de biodosimétrie
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Chapitre I Contexte et objectìfs

A. LES ACCIDENTS RADIOLOGIQUES

Seulement un an après la découverte des rayons X par Röntgen en 1895, les rayons X ont été

appliqués avec succès dans le domaine médical pour le traitement de tumeurs cancéreuses et

pour l'imagerie dentaire et du squelette. Avec 1'essor de ces premiòres applications médicales

qui donnera rapidement naissance à la radiothérapie et à la radiologie (Fig. I.1), les effets

secondaires des niveaux associés d'expositions de l'époque au niveau de la peau, à savoir des

radiodermites et des érythèmes, sont rapidement décrits. Inévitablement, avec un

développement aussi rapide et dans des disciplines aussi jeunes, des premiers cas de

surexposition accidentelle sont très vite constatés. L'un des premiers cas de radionécrose a été

décrit suite à un acte de radiologie à Chicago en 1896 (Beriin ,2001)t .

Figure L l : Installation de radiologie à lafin du XIXème siècle, à l'arrière de la patiente le

tube à rayons X (Image : Radiology Centennial, Inc.).

Les accidents d'irradiation sévères liés au développement des premières armes atomiques et

surtout l'emploi de ces armes sur des populations civiles, a conduit à considérer le risque

radiologique et nucléaire comme un sujet majeur pour la sécurité des états et des populations,

notamment du fait de la multiplication des applications tant dans le domaine militaire que

pour la production d'énergie ou encore dans les domaines industriel et médical. Néanmoins,

cette prise de conscience vis-à-vis des risques associés aux différentes applications a été lente

et n'a évolué qu'avec l'étude des conséquences des cas d'accidents corìnus, aussi bien du

point de vue sanitaire, social ou encore environnemental. Depuis 1945, d'après les dernières

analyses cle I'LINSCEAR2, 201 accidents radiologiques3 ont été répertoriés dans le monde

conduisant à I57 décès dus à un syndrome aigu d'irradiation (LINSCEAR, 2011). Ces chiffres

I On peut retrouver traces de ces accidents dans les arrêtés des cours de justice de l'époque (e.g.

htrp://www.oscn.neVapplicæions/oscn/ )

' United Nation Scientific Committee on the Effect of Atomic Radiation
3 Ces chiffres ne prennent pas en compte les explosions nucléaires d'Hiroshima et Nagasaki, ni les victimes de

I'accident de Tchernobyl
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Chøpitre I Contexte et objectifs

sont probablement très en dessous de la réalité, dans la mesure où ces accidents ne sont pas

systématiquement déclarés au niveau international, et certains ne sont même pas identifiés

comme étant des accidents radiologiques. Les accidents conduisant à une exposition

radiologique aigue peuvent être dus à des sources radioactives orphelines (IAEA, 1988 et

2000) mal sécurisées ou insuffisamment identifiées (Clairand et al., 2003 ; IAEA, 1998a), à ia

perte accidentelle de sources (IAEA, 2004a et 2009), au dysfonctionnement d'installations

industrielles d'irradiation (IAEA, 1996; Huet et al., 2008), à la libération de substances

radioactives accidentelle ou volontaire (IAEA, 1988; Harrison et al., 2007), à des accidents

de criticité (IAEA, 2001a) ou enfin à une mauvaise utilisation de dispositifs médicaux utilisés

en radiologie, radiologie interventionnelle (Koenig et al., 2001 ; Mettler et al., 2002; Vliestra

et al., 2004; Rehani &. Lopez, 2006; IRSN, 2007), en curiethérapie ou encore en

radiothérapie (IAEA, i998b, 2001b et 2004b, Trompier et. aL, 2007). Ces accidents sont

généralement classés selon le mode d'exposition, les effets et les contre-mesures étant

généralement très differents selon que l'on considère une exposition interne, suite par

exemple à l'inhalation ou à I'ingestion de substances radioactives, ou une exposition externe

pour laquelle la source d'émission de rayonnements est iocalisée à l'extérieur de l'organisme.

Dans ce dernier cas, la source peut être répartie ou localisée dans I'environnement de la

victime (source orpheline, radiothérapie, sols contaminés, etc.) ou directement sur la victime,

on parle alors de contamination externe. L'exposition accidentelle liée à une exposition

externe est le mode d'exposition le plus fréquemment rencontré (84% des accidents). Dans

deux tiers des cas, l'exposition est dite localisée ou partielle car elle ne concerne qu'une

partie du corps tandis que, dans un tiers des cas, l'exposition concerne l'ensemble du corps de

l'individu. Dans le cas d'une irradiation localisée, les doses peuvent être potentiellement

élevées et des effets similaires aux brûlures thermiques sont observés au niveau de la peau.

Quelques exemples des conséquences au niveau de la peau d'irradiations iocalisées à

differents niveaux de dose sont donnés sur la Fieure LZ

*

a) b) Ê) d)

Figure 1.2 ; Exemples de cons,équences d'une irradiation localisée a) dépigmentation avec

halo hyperpigmentation Dose>5Gy b) et c) desquamation humide Dose>20 Gy d) néøose
Dose>25Gy - (images IRSN).

I1 faut souligner que, dans le cas des irradiations de l'ensemble du corps, la distribution de

dose dans I'organisme de la victime est le plus souvent hétérogène. Compte tenu de cette

@
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hétérogénéité, il faut donc bien comprendre que la notion de dose est un concept qu'il faut

manipuler avec précaution. Si l'on peut estimer la dose moyenne à l'organisme, ce n'est pas

pour autant la donnée la pius pertinente pour les équipes médicales en charge des victimes

d'irradiation. Plus que la dose, c'est sa distribution dans l'organisme ou encore la dose dans

des organes ou des points bien précis, qu'il est important de connaître, notamment parce que

les organes présentent des radiosensibilités très differentes. Alors que le cerveau est l'un des

organss les plus radio-résistants, les centres hématopoïétiques peuvent présenter des

défaillances pour des doses de l'ordre de quelques Gy. Dans le cas des centres

hématopoiétiques, compte tenu qu'ils sont répartis dans l'organisme (sternum et crêtes

iliaques en particulier.), la connaissance de la distribution de dose revêt un caractère crucial

pour le diagnostic et le choix du traitement. Ainsi, selon le volume de moelle osseuse exposé

et la dose reçue, on pouffa recommander une réinjection massive de facteurs de croissance

pour aider à la reprise des fonctions hématopoïétiques de production des cellules sanguines,

ou, dans le cas d'une absence de reprise de l'hématopoièse sous traitement cytokiniquea

pendant une période de 2l jours, une greffe de moelle osseuse pourra être envisagée (Gorin et

al., 2006). On comprend tout l'enjeu de la prescription lorsque I'on sait qu'une greffe

prescrite à mauvais escient peut avoir des conséquences néfastes pour le patient.

Les accidents d'irradiation impliquent toutes les catégories de la population : travailleurs,

patients et personnes du public. La prise en charge médicale de ces personnes est

spécifique puisqu'elle dépend du mode d'exposition (interne etlou externe, localisée etlou

globale) mais aussi de la nature du rayorurement (photon, neutron, etc.). Ainsi, avec

I'expérience acquise au cours des années, cette gestion sanitaire s'est considérablement

améliorée du point de vue du diagnostic (Fliedner et al., 2001), mais également du point de

vue des differentes thérapeutiques, par le développement de nouveaux traitements ou de

nouvelles stratégies (Bey et a1.,2010).

B. LA DOSIMETRIE D'ACCIDENT RADIOLOGIQUE

8.1 Introduction

De manière à pouvoir poser le meilleur diagnostic possible et donc à adapter au mieux le

traitement des victimes d'irradiation, plusieurs techniques et méthodes peuvent être mises en

æuvre pour estimer les atteintes à l'organisme ou à défaut la distribution de la dose dans

l'organisme ou dans des organes d'intérêt spécifique cornmo, par exemple, les centres

hématopoïétiques, le système gastro-intestinal et la peau.

a Les cytokines sont des facteurs de croissance
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8.2 Les signes cliniques

Lorsque l'apparition d'effets dans l'organisme et leurs sévérités sont conditionnées par des

niveaux de dose, on parle d'effet déterministe. Cette notion s'oppose aux effets stochastiques

dont I'apparition n'est pas liée à des effets de seuil et pour lesquels il est seulement possible

d'associer une probabilité d'occurrence. Les seuils d'apparition d'effets sont très differents

d'un organe à l'autre, c'est pourquoi il est possible, sur la base des symptômes observés mais

également de leur délai d'apparition d'estimer un niveau d'exposition. En effet, 1es syndromes

d'une irradiation aiguë se manifestent selon plusieurs phases. Généralement la première

phase, phase prodromique, dure de quelques heures à quelques jours et se manifeste le plus

souvent par les symptômes suivants : diarrhée, nausée, vomissement, anorexie (manque

d'appétit), érythème (rougeurs de la peau). Il s'ensuit une période de latence, d'apparente

rémission, d'autant plus courte que I'irradiation a été sévère ; elle dure de quelques heures à

quelques semaines. Enfin, survient la phase aigue, qui se manifeste par un vaste spectre de

symptômes possibles, qui peuvent mener au décès de la victime. Les symptômes les plus

fréquents sont liés à des troubles hématopoïétiques (production des cellules sanguines),

gastro-intestinaux, cutanés, respiratoires et cérébraux-vasculaires (Annexe I). La méthode

METREPOLS lFliedner et al., 200I) permet, en classifiant et pondérant les differents

indicateurs des atteintes aux systèmes hématopoïétique, gastro-intestinaux, neurologiques et

cutanés, d'évaluer la gravité d'une irradiation par rapport à une échelle qui, comporte quatre

niveaux: faible, modéré, sévère et fatal. La réalisation d'examens hématologiques réguliers

dans les heures et les jours suivant l'irradiation permet, en suivant l'évolution de la
formulation sanguine (numération des lymphocytes, leucocytes et plaquettes en particulier),

d'estimer la sévérité de f irradiation (Silini & Guskova,I99l). A titre d'exemple, la Figure I.3, .

donne l'évolution de la pente lymphocytaire en fonction du temps après exposition et en

fonction de la sévérité de l'irradiation.
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Figure 1.3 : évolution de Ia concentration lymphocytaire enfonction du temps après
exposition et enfonction de la sévérité de I'irradiation (illusîration IRSN).
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Le monitorage d'indicateurs biologiques, telle que la protéine Flt3-ligand par exemple,

donne également des informations précieuses quant à l'atteinte des centres hématopoïétiques

et a une fonction prédictive sur l'évolution d'une forte aplasie (Bertho et al., 2008). D'autres

indicateurs biologiques, telles que la citrulline et l'amylase du sérum, donnent respectivement

des informations quand à l'atteinte de ia muqueuse de f intestin grêle et des glandes parotides

(Guipaud & Benderitter,2A09). Des prélèvements réguliers peuvent ainsi être effectués pour

suivre l'évolution de ces paramètres dans le temps et permettent également de renseigner sur

les altérations fonctionnelles des organes cibles. En complément, sont mis en æuvre des

techniques de reconstitution d'accident ou de dosimétries rétrospectives, biologiques ou

physiques. Il n'y a pas de méthode < standard > ou plus pertinente qu'une autre d'un point de

vue universel. Ces techniques sont bien souvent complémentaires et leur mise en ceuvre

dépend du type d'accident (exposition localisée ou au niveau de l'ensemble du corps), du type

de rayonnement (cas spécifique avec les neutrons pour l'activation), du délai après irradiation,

de l'accès possible au site de 1'accident etlou aux patients pour la biodosimétrie (prélèvements

biologiques), et à la connaissance des circonstances et des paramètres de l'accident.

8.3 Lø dosimétrie biologique

Concernant la dosimétrie biologique, les techniques de cytogénétiques sont de loin les plus

répandues. Parmi ces techniques, le dénombrement des chromosomes dicentriques dans les

lymphocytes, phénomène induit par un échange de matériel génétique entre deux

chromosomes (Fig. I.4), est utilisé en routine à I'IRSN et dans quelques autres laboratoires

dans le monde (Roy et a1.,2001 ;Blakely et ai., 2009) depuis plusieurs dizaines d'années et a

fait l'objet d'une standardisation par I'ISO (ISO, 2004).
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Figure 1.4 : repr,ásentation schëmatique des types d'aberrations chromosomiques et exemple
d'un dénombrement de chromosomes dicentriques dans le noyau cellulaire au stade de

métaphas e (Illustration IRSN).
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D'autres techniques de dosimétrie biologique sont également disponibles ou en cours de

développement pour répondre aux différents types de scénarios d'accident (exposition

ancienne, tri de population, etc.). On peut notamment citer pour la cytogénétique, les

techniques de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), le CBM (Cytokinesis Block

Micronucleus), le PCC (Premature Chromosome Condensation). En plus de ces techniques

bien établies, de nombreux travaux sont menés avec des techniques de génétiques (mutations

somatiques et expression de gènes) et d'analyse de protéines (y-H2AX, C Reactive Proteine,

etc.). Plusieurs articles récents en font une revue détaillée avec comparaison des performances

et des principales caractéristiques (Alexander et a1.,2007; Fattibene & Wojcik,2009,

Ainsbury et al.2011). Les techniques de dosimétrie biologique permettent d'estimer la dose

dans le sang circulant qui peut être assimilé à la dose moyenne reçue par I'organisme. Pour

les dicentriques, des modèles statistiques (Dolphin et Qdr) permettent d'évaluer un degré

d'hétérogénéité de la distribution de la dose pour des volumes inadiés dépassant 20%o du

volume corporel total (Dolphin, 1969 ; Sasaki &, Myata,1968 ; Voisin et a1.,2000).

8.4 La dosimétrie physique

Les seules techniques permettant aujourd'hui d'estimer la distribution de la dose dans le cas

où cette distribution est hétérogène ou localisée sont les techniques de reconstitution

dosimétrique d'accident ou de dosimétrie physique. Les techniques de reconstitution

dosimétrique d'accident consistent à reproduire le plus fidèlement possible l'accident par

une expérience ou par une simulation numérique poir estimer la distribution de dose dans

l'organisme ou dans des organes ciblés. Les techniques expérimentales consistent à irradier

dans des conditions similaires à celle de l'accident des fantômes anthropomorphes constitués

d'un matériau équivalent tissu que I'on équipe de détecteurs actifs ou passifs (Fig. I.5) pour

estimer les doses aux points désirés6.

Figure L5 : Mannequin anthropomorphe ,áquivalent tissu de type Aldersan-Rando. Ce

fantôme constitué de tranches permet le positionnement de dosimètres (points blancs) dans

tout le volume dufantôme permettant ainsÌ de réøliser une cartographie de dose.

6 Des techniques de moulage de main en matériau équivalent tissu peuvent être également mise en ceuvre dans le

cas d'exposition des mains (e.g. préemption de source)

I
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Les techniques numériques, mettent en æuvre des codes de calcul permeffant de simuler le

transport des particules et les dépôts d'énergie dans la matière. Ces codes sont généralement

basés sur la méthode Monte Carlo (Buffon, 1777) et associés à des fantômes numériques qui

permettent de modéliser la géométrie et les matériaux du corps humain (V/illiams et al.,

1986). Ces fantômes numériques sont, soit élaborés à l'aide d'équations mathématiques qui

délimitent le volume des organes (fantôme mathématique), soit reconstitués à partir d'images

d'examens tomodensitométriques ou IRM par segmentation en voxels (fantôme voxelisé)

(Fig. I.6).

Figure 1.6 : Représentation jD d'unfantôme mathématique, d'unfantôme voxelisé et exemple
de modélisation 3D d'une géométrie d'irradiation (Illustration IRSN).

Ces techniques de reconstitution d'accident sont très puissantes, car elles permettent d'estimer

la distribution de la dose dans l'organisme, mais elles impliquent une très bonne connaissance

des circonstances et des paramètres de l'accident. Les techniques expérimentales, quant à

elles, nécessitent de pouvoir reproduire les conditions d'exposition (Frank et al.,2006). Dans

la pratique, les reconstitutions expérimentales sont assez rarement utilisées, au profit des

techniques numériques. Néanmoins, dans certains cas, I'approche expérimentale peut être

plus facilement mise en place qu'une approche par calculs, en particulier lorsque f installation

est complexe à simuler. De manière générale, il est bien souvent difficile de disposer d'une

description précise de l'accident, notamment en ce qui concerne les durées d'exposition et la

distance entre la source d'irradiation et la victime, ceci même si les témoignages peuvent être

recueillis rapidement. Les données d'entrée utilisées pour la reconstitution tiennent compte

des témoignages, mais également de paramètres physiques de l'exposition (activité de la

source, nombre de fissions, présence d'écran, etc.), de l'apparition des signes cliniques et des

résultats de la dosimétrie biologique. Même si la durée de I'exposition est inconnue, il est

possible néanmoins de calculer une distribution relative qui peut être normalisée par exemple

par rapport aux résultats de la dosimétrie biologique (Huet et a1.,2008) ou à la mesure de la
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dose en un ou plusieurs points de l'organisme par des techniques de dosimétrie rétrospective

(Clairand et al., 2006). Ces techniques de reconstitution dosimétrique d'accident, quelles sont

expérimentales ou numériques, sont utilisées en routine à l'IRSN en cas d'accident.

Les techniques de dosimétrie rétrospective qui ont été utilisées pour les accidents

radiologiques sont principalement basées sur Ia spectroscopie par résonance

paramagnétique électronique (RPE) (W'u et a1., 1998; Trompier et al. 2009) mais

également sur la thermoluminescence (TL) (Wu et al., 1998 ; Woda et a1.,2009) et la

mesure de I'activation neutronique dans le cas spécifique d'une irradiation neutronique

(Delafield, 19SS). Ces techniques permettent de mesurer de rnanière absolue des doses sur des

prélèvements biologiques de la victime (émail dentaire et tissus osseux mesurés par RPE ;

prothèse dentaire par TL; cheveux, ongles, sang par spectroscopie gamma ou comptage beta

pour l'activation), des matériaux provenant des effets personnels de la victime (verre de

montre par TL ou RPE, médicaments et confiseries par RPE, pièces métalliques activées par

spectrométrie gamma, etc.) ou sur des matériaux provenant de l'environnement de la victime

(céramique par TL, sucres par RPE, etc.). I est à noter que l'éventail de matériaux pour

lesquels il est a priori possible d'estimer une dose à pafür d'une mesure RPE est relativement

large (Greenstock & Trivedi, 1992; Trompier et al., 2009). La pluparl des matériaux

présentant des signaux radio-induits (ongles, cheveux, plàtre, polymères, textiles, etc.) n'ont

pas, otl peu, été étudiés pour des applications en dosirnétrie d'accident ou du moins aucun

protocole de mesure validé n'est disponible ou n'a été publié à ce jour, à notre connaissance.

La spectroscopie par RPE onde continue en bande X (7-I2 GIH.z) est la technique la plus

couramment utilisée en dosimétrie, parce qu'elle présente le meilleur compromis entre

sensibilité et reproductibilité de la mesure et qu'elle présente peu de difflrcultés à mettre en

ceuvre. La spectroscopie RPE consiste à observer I'absorption d'une micro-onde par des

électrons non appariés placés dans un champ magnétique intense. La quantité d'énergie

absorbée est proportionnelle à la quantité d'espèces paramagnétiques (ion, radical libre,

défaut, etc.) présents dans l'échantillon. Sous l'effet d'une irradiation, des espèces

paramagnétiques sont parfois produites en proportion de la dose absorbée dans l'échantillon,

ce qui permet donc, à partir de l'évaluation de la quantité produite, d'estimer une dose. Cette

technique est utilisée en routine sur des biopsies de tissus calcifiées pour la dosimétrie

d'accident. I1 s'agit principalement des tissus osseux, matériaux le plus pertinent dans les cas

d'inadiations localisées et parfois d'émail dentaire ou de dentine. Les autres matériaux

(verres, sucres, etc.) sont rarement disponibles et parfois sans pertinence au regard de leur

localisation par rapport à une irradiation hétérogène. La spectroscopie RPE s'est imposée au

fil des années comme une technique de réference, bien souvent incontournable pour la

dosimétrie rétrospective d'accident. Cette technique est opérationnelle à I'IRSN sur les tissus

calcifiées (émail dentaire, tissus osseux et dentine) (IAEA, 2000 et 2004a,Ivannikov et al.,

2004 ; Wieser et al., 2005 ; Clairand et al ; 2006 et 2008 ; Trompier ef al., 2007, 2008), les
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sucres (sucrose, lactose, glucose, etc.) et des additifs alimentaires tels que l'acide ascorbique

ou le sorbitol (Hervé et al., 2006).

C. DU RISQUE ACCIDENTELAU RISQUE TERRORISTE

Pour ia plupart des cas d'accidents répertoriés, le nombre de victimes présentant des

syndromes d'irradiation aigu est généralement faible, au maximum de l'ordre de quelques

individus, ce qui n'exclut pas des scénarios de plus grande ampleur (Tchernobyl - Ukraine

1986; Goiânia - Brésil, 1987). Goiânia7 est à ce jour, après Tchernobyl, l'un des accidents

les plus graves en termes de conséquences sanitaires (IAEA, 1988). La dissémination de

51 TBq de Cs-i37 dans un quartier de la ville de Goiânia a entrainé 4 décès, des brûlures

radiologiques sévères pour 28 personnes, 249 cas de contamination interne et a conduit à

contrôler 112000 personnes, ce qui a nécessité la mise en place d'une organisation et d'une

logistique très conséquente. Cet exemple illustre bien quelles pourraient être les

conséquences d'un acte de terrorisme radiologique, tarrt en termes de dommages aux

victimes, qu'en termes de désorganisation socio-économique et également les moyens et

l'organisation de gestion de la crise à mettre en place. On comprend bien que, compte tenu

des conséquences potentielles d'un acte de malveillance, des plans d'actions d'urgence ont

été ou sont mis en place pour tenter de parer aux differents scénarios envisageables. Si

l'ampleur de cette menace est nouvelle, de nombreux cas d'acte de malveillance ont été déjà

répertoriés ; empoisonnement (affaire Alexander Litvinenko, Harrison et à1., 2007),

dispersion de radionucléides, meurtre par exposition à une source radioactive (homicide de

Vladimir Kaplun, Moscou, 1993, (Ilyin et a1.,2004) et tentative d'homicide à Irkutsk, 1991

(Krasniouk, 2004)), attaques de sites nucléarisés8, actes de sabotage sur des installations

nucléairesg, etc.

Ces différents exemples montrent toute l'étendue des menaces possibles, sans oublier la

menace d'un engin thermonucléaire, prise très aux sérieux outre atlantique (Gougelet, 2010).

On peut classifier les différents scénarios en deux grandes familles ; les scénarios dits

<< événementiels >> et ceux dits < insidieux > (de Revel,2005). L'exemple emblématique du

scénario évènementiel est celui de la < bombe sale >. Le lieu et I'instant de l'évènement étant

connu, les victimes sont facilement identifiées et la gestion en est facilitée car elles sont

localisées au même moment sur un même lieu. En France, la doctrine de I'emploi des

moyens de secours et de soins suite à < la mise en évidence de la dispersion volontaire d'un

agent radiologique potentiellement contaminant > est décrite dans la circulaire 80010. Les

équipes d'interventions des services de l'état sont régulièrement entrainées à la gestion de

tels événements (Giordan, 2006). Cette circulaire ne concerne pas les autres types de

7 L'accident de Fukushima, n'a pas entrainé à ce jour de décès liés à des syndromes d'irradiation aigue
8 cf. http://www.i ohnstonsarchive.netlnuclear/radcrit.html
e cf. http://wwwjohnstonsarchive.neVnuclear/radcrit.html
r0 Circulaire n'800/SGDN/PSE/PPS du 18 février 2011 disponible sur http://www.circulaires.gouv.fr/

JJ



Chapitre I Contexte et objectifs

scénarios possibles d'usage malveillant de substances radioactives. Pour les autres scénarios,

il n'y a pas de circulaire décrivant de manière précise la gestion de crise et la mise en ceuvre

des moyens, mais ce sont les principes généraux de gestion d'une uise NRBC décrit dans le

plan gouvernemental < Pirate NRBCl1 > qui s'applique.

Dans les scénarios dits < insidieux >, il n'y a plus ni unité de lieu, ni unité de temps, la

découverte de l'événement n'est pas immédiate et peut être fortuite. Elle passe par

I'identification des conséquences sanitaires, mais qui peuvent être réalisées à différents

endroits par différents professionnelles de santé et traitées de manière individuelle jusqu'à ce

que I'incidence des cas amène les autorités à envisager et identifier un scénario de

malveillance insidieux. Du temps nécessaire à identifier la ou les sources d'exposition

dépendra le nombre de victimes, victimes qui devront être identifiées parmi la population. A

titre d'exemple, en 2005, à Mumbai (Inde) un déséquilibré mental a transporté dans un train

une source d'k-I92 provenant d'un gammagraphe (IAEA, 2005). La source était de faible

activité et I'homme l'a rapidement jeté par la fenêtre du train. On peut facilement imaginer

les conséquences dans la gare de Mumbai, deuxième au monde en termes de trafic voyageurs

(1,2 millions de voyageurs par jour), si la source avait été de plus forte activité et abandonnée

dans la gare. Si les scénarios insidierx recouvrent également d'autres possibilités, notamment

la dispersion de contaminations radioactives (dans l'eau de boisson, système de ventilation de

bâtiment, par voie aérienne, etc.), le travail de cette thèse se rapporte principalement au

type de scénario présenté ci-dessus, à savoir, l'utilisation d'une source << isolée >> dans un

lieu public. Ce type de scénario, qualifié de RED (Radiation Exposure Device) ou IRD

(Improvised Radiation Device) dans le projet européen MASH est identifié comme

nécessitant un travail important en termes d'organisation, de coordination, de développement

des communications, de capacité de traitement et également en termes de méthodes

d'identification des victimes (Baker et al.,20II).

D. SPECIFICITE DE LA GESTION DES EVENEMENTS
INSIDIEUX _ TRI DE POPULATION

La gestion de scénarios événementiels de type bombe sale est abondamment décrite dans la

littérature spécialisée et intégrée dans les plans d'urgence nationaux. A I'inverse, pour les

scénarios de type insidieux, les choses semblent moins bien établies et il est diffrcile de

trouver des documents les détaillant et des informations quant aux ordres de grandeur

attendus de victimes ou de personnes à trier. A titre d'exemple, sur la totalité du TMT

handbookl2, ouvrage de référence en la matière (Rojas-Palm a C. et aI, 2009), seules quelques

pages y sont consacrées, la difficulté de répondre à ces situations et le manque de techniques

1r Les données du plan Pirate NRBC sont classéest' Guide de référence sur les méthodes de Tri, de Monitoring et de Traitement des victimes
(http : //www.tmthandbook. ors/)
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de tri disponibles y est particulièrement soulignée. Dans les documents techniques produits

par I'AIEA, aucune référence n'est faite à ce type de crise, (IAEA, 1997 ; IAEA, 1999).

La problématique du tri pour les scénarios dits insidieux amène les questions suivantes :

o quel sera le temps nécessaire pour détecter un acte de malveillance ? et sur quelles

durées le public sera-t-il exposé ?

o quel sera le nombre de personnes à accueillir dans les services de santé et quel sera le

nombre de victimes avérées par grade d'exposition ?

o est-il possible d'effectuer un tri suffisamment précis uniquement sur les signes

cliniques et 1'hématologie ?

. quelle est la capacité de tri du système de santé ?

. à partir de quelle phase sont utilisées les techniques de dosimétrie rétrospective pour le

tri et la gestion des victimes potentielles ou avérées d'irradiation ?

Le paramètre principal qui conditiorure tous les autres paramètres dans ce type de scénario est

le temps au bout duquel I'acte de malveillance sera détecté. Le nombre de personnes

potentiellement ou réellement exposées dépend directement de ce paramètre clé. Selon que la

ou les sources sont juste déposées (sur le sol ou dans une poubelle par exemple) ou

parfaitement dissimulées, il est vraisemblable que la détection se fera de manière différente et

dans des délais extrêrnement variables.

Dans le premier cas, la découverte et l'identification devraient être relativement rapides, les

rames ou \.vagons étant nettoyés quotidiennement et les poubelles vidées régulièrement, ce qui

impliquerait une durée d'exposition du public relativement courte, de quelques heures à une

journée environ, et ce indépendamment du type de source ou de son activité. C'est le cas qui

correspond aux scénarios les plus étudiés.

Si par contre, les sources sont bien dissimuiées, alors la détection se fera vraisemblablement

par l'identification de symptômes d'irradiation dans la population. Donc, la détection dans ce

cas précis, dépend lui-même d'autres paramètres, comme le délai d'apparition des symptômes

et leur sévérité, de la réactivité du corps médical et des autorités pour interpréter les

symptômes, croiser les données, déclencher l'alerte et au finai localiser et identifier l'origine

de l'exposition. L'apparition des symptômes est elle-même conditionnée par deux principaux

paramètres; les débits de dose à proximité de la source et plus particulièrement aux

emplacements où peuvent stationner des personnes (liés aux caractéristiques de la source et à

sa localisation) et le temps passé à proximité de la source. Par exemple, selon qu'il s'agisse

d'une rame de métro, d'un train de banlieue ou encore d'un train grande ligne par exemple, ia

durée d'exposition variera de i'ordre de quelques minutes à quelques heures.

L'activité, le type d'émission radiative, le conditionnement, de la source ou des sources

utilisées, vont conditionner les débits de dose. Selon qu'il s'agisse d'une source de

relativement faible activité ou non, émettant des gammas ou des betas, la cartographie de

débits de dose sera radicalement differente, ce qui a un impact direct sur le nombre de
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personnes exposées þérimètre autour de la source) et sur la sévérité des symptômes (à durée

égale d'exposition). Au final, le délai d'alerte sera dépendant des niveaux maximum

d'exposition. En dessous d'une certaine valeur d'exposition, disons entre 1 et 3 Gy, il n'est

pas certain que ce type d'attaque puisse être détectée ou du moins dans des délais courts par

l'unique analyse des symptômes, spécialement en période hivernale, ou les symptômes

peuvent être confondus avec ceux des maladies saisonnières (grippes, gastroentérites, etc.).

On peut rappeler que dans le cas de I'accident de Fleurus (Belgique, 2006),la victime avait

reçu une dose moyenne corps entier de l'ordre de 4,5 Gy, et bien que celle-ci ait des

connaissances en matière de radioprotection et travaillait effectivement quotidiennement à

proximité de sources fortement radioactives, n'a commencé à envisager une possible

surexposition qu'au bout de trois semaines, lorsque les premiers signes d'alopécie se sont

manifestés (Huet et al., 2008). De manière générale, dans la plupart des accidents

radiologiques impliquant des sources orphelines ou perdues, le délai d'alerte était

généralement au mieux de quelques semaines, malgré des symptômes parfois importants.

Bien entendu, si le nombre de victimes est élevé, cela peut constituer un élément favorable à

la détection par recoupement d'un scénario insidieux.

Ainsi, plus les symptômes seront de grade important et plus la détection sera rapide, ce qui

jouera dans le sens d'une réduction du nombre de personnes exposées. Dans le cas de sources

de faible activité placées dans le métro (durée de trajet courte, 15 minutes en moyenne) par

exemple, il est peu probable que l'exposition entraîne des symptômes ou donne lieu à des

effets déterministes à court terme.

Au final, il n'est pas du tout certain que la détection d'un tel événement puisse intervenir dans

des délais courts (< 48 heures). Hors, dans ce type de scénario, la gestion médicale et le tri sur

la base des symptômes et d'examens hématologiques (pente lymphocytaire, neutropénie, etc.),

sont optimales dans les 48 premières heures après exposition, (Gourmelon et a1., 2010). Si les

délais sont de 1'ordre de plusieurs semaines, quelle sera l'efficacité des examens

hématologiques ? Pour des doses élevées (> 4-5 Gy), les victimes devraient être relativement

facilement identifiables, même dans des délais supérieurs à ceux envisagés habituellement.

Mais pour des doses comprises entre 1 etT Gy, niveaux pour lesquels des soins immédiats ne

sont pas forcément nécessaires, les victimes devront tout de même être identif,rées pour mettre

en place un suivi médical à plus long terme. L'identification des victimes sera également

importante pour rassurer les personnes encore plus faiblement exposées.

Il apparait que les réflexions sur ces scénarios et la mise en place de contre mesures sont

encore peu avancées. La place et le rôle des techniques de tri basées sur les techniques de

dosimétrie rétrospective n'ont pas encore été pleinement pensées et dépendront directement

du nombre de victimes potentielles et avérées. I1 est fort probable qu'une organisation souple

à géométrie variable sera nécessaire. Si le nombre de personnes à trier est de I'ordre de la

centaine ou du millier, on peut imaginer que ces techniques seront mises en æuvre en
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parallèle avec les techniques d'hématologie et pourront être utilisées pour affrner les

estimations de doses dans une deuxième phase pour les victimes avérées.

L'un des paramètres clés de cette réflexion est le dimensionnement du dispositif à mettre en

place. Ce dimensionnement dépend du nombre de sources utiliséesl3, du délai nécessaire à

leur découverte, de leurs caractéristiques physiques (activité, énergie et type de rayorurement)

et, bien sûr, du ou des lieux ou elles auront été placées. Le délai de découverte des sources

peut être particulièrement long si ces sources ne sont pas uniquement abandonnées mais par

exemple déplacées de manière régulière d'un lieu à un autre multipliant ainsi les lieux

d'expositions. On comprend aisément que le nombre de personnes potentieliement exposées

et devant être triées peut alors être très supérieur, de plusieurs ordres de grandeur, au nombre

de victimes estimées pour un scénario de type < bombe sale >.

L'aspect psychologique est un autre paramètre à prendre en compte dans ce type

d'événement. Les retours d'expérience de l'accident radiologique de Goiânia ou de I'atterrtat

av gaz sarin dans la ville japonaise de Matsumoto en juin 1994 et dans le métro de Tokyo en

mars 1995 sont très intéressants de ce point de vue. Un nombre important de personnes

présentait des nausées et des vomissements, qui sont l'un des premiers symptômes d'une

irradiation ou d'une intoxication au sarin, bien qu'elles n'aient pas été exposées (IAEA,
1988; Okumura et al., 1988). Pour les attentats de grande ampleur de type NRBC, si i'on
s'intéresse au taux de personnes exposées, sur celles qui ont fait l'objet d'un examen médical

de tri, c'est le radiologique qui entraîne le taux le plus important. Ce taux était de 1:400 pour

Goiânia, de 1:100 pour l'attaque à I'anthrax aux USA en 200I et de 1:4 pour l'attaque au

sarin à Tokyo (IAEA, 1988 ; Okumura et aI., 1988 ; Blank et aL,2003). Cet afflux massif de

personnes non exposées vers les services d'urgence est un paramètre important qui devra

entrer en ligne de compte dans le dimensionnement des capacités de tri. Le seul calcul du

nombre de victimes, d'après des paramètres physiques (débit de dose, durée moyenne à

distance et fréquentation) mènera à une sous-estimation des besoins. Dans le doute, nombreux

sont ceux qui, de bonne foi, ressentiront ces symptômes du fait du stress ou d'autres facteurs.

Nombreux seront ceux qui auront par ailleurs besoin d'une réassurance psychologique, qui ne

powra être en partie donnée que par le résultat d'un examen médical négatif. Le pourcentage

acceptable de faux négatifs, c'est-à-dire de victimes avérées non prises en charge, ou de faux

positiß, personnes traitées alors qu'elles n'avaient pas été exposées, est également un élément

à prendre en compte. En effet, une proportion importante de faux positifs aurait un impact

direct sur la gestion des victimes avérées, les stocks de traitement (facteurs de croissance par

exemple). Quel sera alors le rôle de la dosimétrie rétrospective ? Sera-t-elle utilisée en

13 Depuis le 11 septembre, la plupart des attentats majeurs visaient de manière simultanée plusieurs cibles
(attentats du 1 1/09/01 avec 4 avions, Madrid 1l/03104 l0 bombes dans 4 trains, Londres 7/07/05 4 bombes dans
3 stations de métro et un bus). Cette technique a été très utilisée également en lrak.
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complément dès la première phase de tri, etlou alors en deuxième ligne défense pour affiner ie

tri et estimer les doses pour les victimes les plus atteintes ?

Plusieurs articles de comité d'experts ont recommandé de développer un ensemble de tests

permettant de répondre à l'ensemble des cas possibles d'irradiation (localisées, hétérogènes,

etc.), mais également, de mettre à disposition des tests simples et rapides, afin de disposer de

capacités de tri élevées dans des délais les plus courts.

En résumé, les scénarios insidieux, du fait de leur spécificité, seront les plus diff,rciles à gérer,

tant par leur ampleur que par la multiplicité des scénarios qui ne permettent pas d'établir des

plans de réaction précis. En effet, I'absence d'information, du moins dans les premières

phases de la gestion de la crise, sur le début, la durée de l'événement, le nombre de sources, le

nombre de victimes, rend compliquée la gestion d'une telle crise, dont la complexité sera

encore accrue par l'aspect psychosocial et socio-économique. La gestion de ces scénarios

demandera de la souplesse et de la réactivité mais également tout un ensemble de techniques

de dosimétrie rétrospective qui reste à développer, sans compter l'aspect organisationnel, les

opérations de tri et de prise en charge, compte tenu du nombre de personnes à trier, ne

pouvant pas être a priori centralisées en un lieu unique.

E. POTENTIEL ET APPORT DE LA DOSIMETRIE PHYSIQUE
POUR LE TRI DE POPULATION

Le développement de nouvelles techniques de dosimétrie biologique ou l'amélioration des

capacités des techniques existantes font l'objet depuis de nombreuses années d'importants

travaux de recherches nationaux ou internationaux. Afin de développer les capacités de ces

techniques, de nombreuses initiatives visent à la mutualisation des moyens et à la création de

réseaux nationaux, régionaux (projet européen TENEB (Wojcik et à1., 2009)) ou

internationaux (RANET (IAEA, 2010); Biodosnet (Blakely ef al;2009)). L'intérêf pour les

techniques de dosimétrie physique est plus récent. Ces techniques, bien qu'elles aient prouvé

à de multiples occasions leur efficacité et leur pertinence, n'en demeurent pas moins

confidentielles, du fait du faible nombre de laboratoires possédant les compétences requises,

de l'absence de protocoles établis et surtout par le caractère habituellement invasif des

prélèvements réalisés pour ce type d'expertise. En effet, la plupart des expertises réalisées ces

dernières années l'ont été sur des biopsies de tissus osseux et d'émail dentaire par

spectroscopie RPE. Les tissus osseux et l'émaii dentaire sont les matériaux les plus souvent

utilisés dans le cadre d'expertises dosimétriques du fait de la très grande stabilité des

signaux RPE radio-induits et d'une bonne sensibilité aux rayonnements ionisants. Ces

caractéristiques ont ainsi permis de déterminer des doses liées à des expositions accidentelles

anciennes, mais également celles dues à des expositions faibles et chroniquesla. Les expertises

ra Les limites de détection de l'émail dentaire sont de l'ordre de 30 à 50 mGy pour les meilleurs laboratoires
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dosimétriques sont réalisées, dans le meilleur des cas, plusieurs semaines après l'exposition et

plus généralement des mois ou des années plus tard. De ce fait, les matériaux présentant des

signaux instables (polymères, cheveux, ongles, cotons, etc.) avec des demi-vies de plusieurs

jours ou semaines, sont donc difficilement utilisables. Pratiquement aucun cas d'application

n'a d'ailleurs été reporté dans la littérature internationale. D'autres matériaux, tels que les

sucres ou les verres, bien que présentant de très bonnes propriétés dosimétriques, tant en

stabilité qu'en sensibilité, n'ont été utilisés qu'à de très rares occasions. En effet, il est

également nécessaire que ces matériaux soient disponibles dans les effets personnels des

victimes ou dans leur environnement immédiat. Le retour d'expérience sur ces 30 demières

années montre que ces matériaux étaient en fait rarement disponibles etlou récupérables. A
deux reprises des sucres ont permis d'estimer des doses aux victimes (Sagstuen et al., 1983;

Shirashi et al., 2002a) et dans deux autres cas d'estimer les doses à la population suite aux

accidents de Tchemobyl et de Tokai Mura Q.Jakajima et al., 1994 ; Shirashi et aL,2002b). Sur

l'ensemble des accidents dans lesquels I'IRSN a été jusqu'à présent impliqué, aucune des

victimes n'avait sur elle des matériaux contenant des sucres ou édulcorants par exemple. Pour

les verres, un seul exemple d'utilisation est répertorié. I1 s'agissait d'un accident en Chine et

la dose avait été estimée par spectroscopie RPE et également par TL sur le verre de la montre

d'une des victimes (Wu et a1.,1998).

Si l'utilisation de la spectroscopie RPE est considérée comme une technique pertinente pour

la dosimétrie d'accident radiologique, l'application pour la thématique du tri semble être plus

délicate si I'on se limite aux techniques et matériaux actuellement opérationnels. Cependant,

il convient de prendre en compte les éléments spécifiques de contexte liés àlathématique du

tri, les progrès des techniques de mesure RPE, et i'évolution des matériaux ou l'apparition de

nouveaux matériaux dans les objets de la vie quotidienne.

Concernant le contexte du tri, il faut souligner, que pour un certain nombre de scénarios

envisagés, étant donné que les prélèvements des matériaux irradiés seront probablement

réalisés dans des délais relativement courts, c'est-à-dire de quelques jours à quelques

semaines, la décroissance du signal RPE radio-induit dans le temps n'est plus forcément un

critère rédhibitoire pour le choix des matériaux mesurables par RPE, comme cela l'était pour

les cas classiques d'accident radiologiques pour lesquels les délais étaient souvent supérieurs

à plusieurs semaines ou mois (cf. polymères, ongles, etc.).

Concernant I'évolution des techniques de mesure RPE, il faut considérer le développement

de nouvelles approches pour la mesure de l'émail dentaire, qui reste le meilleur matériau pour

la dosimétrie RPE. D'une part,Ia mise au point de spectromètre RPE in vivo (bande L, I-2
GHz) pour la mesure in situ des dents et d'autre partlamaitrise de la spectroscopie RPE haute

fréquence (bande Q, 33-50 GHz ou bande K 18-26,5 GHz) sur l'émail dentaire qui permet de

mesurer des échantillons de petite masse.(i à i0 mg) avec une bien meilleure sensibilité que

la conventionnelle RPE bande X en onde continue, bien que ia mauvaise reproductibiiité de
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mesure limite encore ce type d'application et implique des limites de détection encore élevées

de ce fait. Les techniques de mesures RPE ont par ailleurs évolué ces dernières années, tant du

point de vue de la sensibilité de mesure que de la variété des techniques d'analyses (RPE

pulsée, ENDOR, RPE haute fréquence, RPE in vivo), il semble donc opportun de revisiter les

matériaux les plus pertinents pour la dosimétrie, tels que les ongles, d'autant plus que les

travaux réalisés jusqu' alors étaient parfois succincts ou contradictoires.

Les progrès dans le domaine de la technologie des matériaux, notamment dans les objets

de la vie courante, nécessitent de reconsidérer un certain nombre d'objets. Ainsi, si les verres

minéraux ne sont presque plus utilisés en optique ophtalmique et en joaillerie pour les glaces

de montre, ils sont dorénavant présents dans tous les objets électroniques personnels

(téléphone portable, lecteur, MP3, tablette numérique, etc.) principalement dans les

constituants des écrans et sont par ailleurs très largement diffusés dans la population. De plus,

l'apparition de nouveaux matériaux technologiques dans les objets de la vie courante

(téléphone, carte, textile, etc.), notamment de nouveaux matériaux synthétiques

biodégradables, recyclables ou minimisant les rejets toxiques lors de l'incinération peut

justifier la réalisation de mesures préliminaires pour juger du potentiel de ces matériaux.

Le premier travail de cette thèse a consisté à réexaminer toute la littérature sur les

matériaux présentant des signaux RPE radio-induits en fonction de ces nouveaux

critères d'application et éventuellement, si nécessaire, à réaliser des tests préliminaires

permettant d'orienter les travaux de recherches menées dans la suite de la thèse. La

synthèse de cette revue de littérature a été récemment publiée dans le cadre d'un ouvrage de

synthèse sur les techniques de tri (Trompier et a1,,2009).

On peut classer les matériaux mesurés par spectroscopie RPE en deux familles principales,

d'une part, les matériaux biologiques humains (tissus calcifiés, ongles et cheveux) et,

d'autre part, les matériaux technologiques ou provenant des effets personnels des victimes

(verres, sucres, polymères, textiles, cuirs, cellulose, produits pharmaceutiques, ivoire, perles

naturelles, cuirs, etc.). Les matériaux biologiques présentent l'avarrtage d'être, par définition,

les matériaux les plus disponibles, même si l'on prend en compte les calvities ou les prothèses

dentaires. Parmi les matériaux biologiques, des protocoles de mesure validés existent

essentiellement pour les tissus calcifiés.

8.1 Potentiel pour le tri de Iu mesure des tissus cølcifiés pur RPE

Les tissus calcifïés, d'un point de vue dosimétrique, répondent à l'ensemble des critères (pas

de perte de signal, bonne sensibilité et faible variabilité interindividuelle). Cependant, leur

mesure par les techniques conventionnelles de RPE (spectroscopie RPE bande X en onde

continue) se fait sur des biopsies qui nécessitent un prélèvement invasif. Il est donc

difficilement envisageable d'utiliser les procédures existantes pour un tri de masse'

Néanmoins, deux solutions technologiques ont été proposées pour limiter ou s'affranchir du

caractère invasif du prélèvement. D'une part, l'utilisation de spectromètre RPE fonctior¡rant à
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plus haute fréquence (bande Q ou K) pour la mesure de mini-biopsies d'émail dentaire. En

effet, l'utilisation de la bande Q nécessite des biopsies de l'ordre de quelques mg seulement, à

comparer aux dizaines de mg nécessaires en bande X (Romanyukha et a1., 2007 ; Gomez et

a1.,2071). Des tests pratiqués très récemment à I'IRSN en spectroscopie bande Q montrent

que le temps de mesure est de l'ordre de la minute pour une limite de détection inférieure au

Gy. Cette technique pourrait être directement applicable au tri, sous réserve que le fait de

prélever un petit éclat d'émail soit validé par des professionnels de santé. Cependant, outre

que la maitrise de ces spectromètres pour des mesures précises de dosimétrie est toute récente,

les spectromètres équipés en bande Q étant peu répandus sur le plan international, cela limite

à court terme Ia capacité opérationnelle en réseau. Une autre approche est basée sur

l'utilisation des basses fréquences RPE (bandeL,1,2 GHz) pour réaliser des mesures in vivo,

directement dans la cavité buccale des individus (Ishi & Ikeya, 1990, Ikeya, 1993). Cette

approche, a été principalement développée ces dernières années au Dartmouth College

Medical Schooi (Hannover, USA). Avec des temps d'acquisition de l'ordre de 5 minutes, les

résultats publiés par cefte équipe indiqueraient que des doses de l'ordre de 2 Gy sont

mesurables (V/illiams et a1.,2010). Des tests préliminaires pratiqués par I'IRSN sur l'un des

spectromètres du Dartmouth College ne se sont pas avérés concluants principalement du point

de vue de la reproductibilité des mesures, des incertitudes associées et de la difficulté de

differencier avec un taux acceptable de faux positif ou négatif des dents non irradiées de

celles inadiées à 2 ou 3 Gy. Ce spectromètre était équipé d'un aimarrt permanent dit corps

entier (Fig. I.7).

'*#,

|. i,,'

Figure L7 : système de RPE in vivo dit corps entiers utilisés pour des applications en
dosimétrie des rayonnements ionisants et en oxymétrie (image : í4/illiams et al., 2010).
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Si l'on considère que les limites de détection associées à la technique peuvent être

compatibles avec les critères du tri, il n'en reste pas moins que toute l'approche

méthodologique pour estimer une dose à partir d'un signal mesuré constitue un travail énorme

et complexe, si l'on considère le nombre de paramètres pouvant influer sur le résultat. Du

choix de l'antenne de surface (forme, dimension, etc.), à son positionnement (reproductibilité,

choix des dents mesurées, et influence du signal provenant des dents voisines.), influence des

dents cariées, des plombages ou des résines polymérisés par UV et surtout au choix d'une

méthode pour étalorurer le système ou générer une courbe d'étalonnage.

De plus les systèmes actuels sont en fait des instruments non mobiles. Dans l'hypothèse de

mesures in vivo, c'est I'instrumentation qui doit se déplacer vers les lieux d'accueil, le tri

étant directement effectué sur ces sites. La mobilité de l'instrumentation devient alors un

critère incontournable. A ce jour, plusieurs prototypes de spectromètres mobiles ont été

étudiés par l'équipe du Dartmouth College, mais aucun n'a pu atteindre les limites de

détection requises à ce jour. Si un tel équipement était disponible, il pourrait être utilisé de la

même manière que les moyens mobiles (camions ou trains) actuellement disponibles pour la

mesure de la contamination interne.

8.2 Potentiel pour le tri de la mesure des lissus kérøtinisés humains pør RPE

Si l'émail dentaire pose des problèmes du point de vue du prélèvement ou de la mesure in

vivo, les ongles et les cheveux présentent l'énorme avantage d'être très facilement

prélevables et mesurables dans les spectromètres les plus courants (onde continue, bande X).

Néanmoins, ces matériaux ayant été peu étudiés jusqu'alors, un travail de canctérisation reste

à accomplir afin de proposer des protocoles de mesure. Compte tenu du potentiel de ces

matériaux (disponibilité et facilité de prélèvement), même si les queiques études daÁrrt d'une

vingtaine d'ar¡rées ne sont pas toutes concluantes, il semble intéressant de se pencher à

nouveau sur ces matériaux. En effet, les études précédentes n'étaient pas très détaillées et le

matériel de mesure a, depuis, considérablement évolué avec des gains significatifs en

sensibilité de mesure.

Trivedi & Greenstock avaient identifié les cheveux comme un matériau pertinent pour la

dosimétrie d'accident avec une limite de détection de l'ordre du Gy et un délai d'applicabilité

du fait de la perte de signal compris entre quelques jours à quelques semaines (Trivedi &

Greenstock,Igg3; Greenstock & Trivedi, 1992). Néanmoins, d'autres travaux ont modéré

cette appréciation en mettant en évidence le rôle de l'humidité dans la décroissance du signal

radio-induit (Kundynski et al., 1994 ; Remy-Kornak et aI.,2006). La principale diffrculté dans

l'utilisation des cheveux réside dans I'effet de I'humidité sur le signal radio-induit.

L'irradiation cle cheveux hnmides n'induit pas de signal RPE et l'humidité ambiante induit

une décroissance rapide du signal RPE radio-induit. Le signal radio-induit est détruit lorsque

les cheveux sont humidifiés même légèrement. Ces résultats ont été récemment confirmés par

une étude détaillée réalisées par Çolak & özbey (2011) Pour autant, il n'est pas impossible
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qu'une composante stable du signal radio-induit et peu intense soit néanmoins présente après

humidification, mais cette dernière est sans nul doute diffrciie à mesurer ou à mettre en

évidence du fait du signal RPE intense provenant de la présence de mélanine dans les

cheveux.

Les ongles, composés de kératine comme les cheveux, ne comportent, par contre, pas de

mélanine. De ce fait, les ongles semblent être un bien meilleur candidat pour mettre en

évidence une éventuelle composante stable du signal radio-induit. I faut cependant signaler

que le stress mécanique produit lors de la coupe d'un ongle génère des radicaux libres avec un

spectre RPE qui se superpose au signal radio-induit (Chandra & Symons, 1987). Pour autant,

la signature spectrale de cette composante < mécanique >> du spectre RPE des ongles était

décrite comme étant différente de celle radio-induite et d'intensité du même ordre de

grandeur. S'il s'avère que l'étude d'un matériau tel que les ongles humains pour des

applications en dosimétrie sera sans nul doute complexe, I'enjeu de l'utilisation de ce

matériau est très important si l'on considère sa grande disponibilité etla relative facilité
de son prélèvement. De pluso iI faut également considérer que dans le cas d'irradiations
localisées au niveau des mains ou des piedso situation accidentelle courante (préhension

de source), il n'y a à ce jour pas d'autres moyens que de mesurer des biopsies osseuses

pour estimer les doses.

8.3 Polenliel pour Ie tri de lu mesure de mutériøu biologiqae non humain pør
RPE

Les autres matériaux d'origine naturelle comme le coton, la laine, la soie ou le cuir ont été

relativement peu étudiés. Ces matériaux d'origine naturelle présentent des signaux radio-

induits avec des limites de détection dans le meilleur des cas de l'ordre de 10 Gy. Les signaux

radio-induits sont instables et décroissent rapidement à température ambiante. Du fait de la

variété des origines de ces matériaux ainsi que des traitements qui peuvent leur être appliqués,

une grande variabilité est attendue sur les caractéristiques du spectre RPE avant irradiation et

également sur la sensibilité à la dose. Dans ce type d'application, les matériaux mesurés par

spectroscopie RPE conventionnelle ou par de nouvcllcs tcchniqucs RPE doivcnt pcrmcttrc

d'atteindre des limites de détection de l'ordre du Gy, mais surtout ces matériaux doivent être

largement présents sur les victimes et avec une variabilité de leurs principales propriétés aussi

faible que possible. Il faut signaler que les quelques travaux qui ont été réalisés portaient sur

des matériaux neufs. L'expérience du laboratoire sur les tissus provenant de vêtements portés

par les victimes d'irradiation montre que des tissus souillés þoussières, graisses, etc.) sont

difficilement exploitables et que les signaux RPE avant irradiation en sont fortement affectés

(Trompier &, Clafuand,2006). La persistance de détergents utilisés dans les poudres de lavage

peut également affecter l'analyse par RPE. ll a été montré que le simple fait de manipuler la

laine par exemple induit une augmentation du taux de décroissance du signal radio-induit
(Pielesz, 2006). De plus, s'il était possible d'isoler une composante stable du signal radio-
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La littérature sur l'étude par RPE de polymères irradiés est abondante, particulièrement dans

le domaine des très fortes doses et pour la compréhension des mécanismes de polymérisation

ou le développement de nouveaux matériaux. Dans le domaine de doses correspondant aux

accidents radiologiques, on peut trouver mention de quelques matériaux polymères (PVC, PE,

Nylon) dans deux articles (Dalgarno et Mc Clymont, 1989; Wieser et al., 1994). Les

conclusions de ces travaux montrent que, tant du point de vue de la stabilité du signal que de

la sensibilité dosimétrique, ces matériaux ne semblent pas présenter d'intérêt pour la

dosimétrie d'accident ou le tri. Néanmoins, compte tenu de la vaúété de ces matériaux et de

leur constante évolution et de leur utilisation en grand nombre dans la vie courante, il semblait

pertinent de réaliser une nouvelle étude sur ces matériaux. Nous en avons ainsi réalisé un

certain nombre principalement sur les matériaux présents dans les téléphones portables. Si la

plupart de ces matériaux donnent des signaux radio-induits, même à des doses inferieures à 10

Gy, voire de l'ordre de quelques Gy pour certains (PC par exemple), les matériaux les plus

courants exhibent une décroissance du signal RPE radio-induit importante dans le temps, le

signal dosimétrique principal n'étant a priori plus détecté passé un délai de 5 à 7 jours après

irradiation à la température ambiante du laboratoire (20'C) (Trompier et a1.,2010). Pour un

type de matériau, nous avons néanmoins mis en évidence, un signal radio-induit stable mais

de très faible intensité. Ces données ont permis en juin 20II, de réaliser à I'IRSN une

première expertise dosimétrique sur le téléphone d'une victime d'irradiation accidentelle.

Cependant, après avoir étudié plus d'une centaine de téléphones portables, la variété des

matériaux polymères et la variabilité de leur propriétés ne semblait pas indiquer que ces

matériaux soient les plus adaptés pour les applications de tri. De plus, comme c'est le cas pour

les verres, l'évolution des matériaux, notamment par rapport aux contraintes de recyclage ou

d'élimination, induit une évolution des matériaux utilisés dans les éléments constitutifs des

téléphones. De ce fait, ces matériaux n'ont pas fait l'objet d'étude plus détaillée et les résultats

obtenus ne sont pas présentés dans ce mémoire de thèse.

Les polymères présents duns les objets électroniques portables, notamment dans les

téléphones portøbles ne sont pus u priori, les møtéríuux les plus udøptés poat le trí de

popaløtion.

8.6 Conclusion

Au final, parmi tous les matériaux susceptibles d'être envisagés en dosimétrie RPE, les

ongles, de part leur présence sur toutes les personnes et leur potentiel d'un point de vue

dosimétrique semblent être le matériau le plus prometteur pour les aspects de tri de

population. S'il s'avérait que les ongles ne permettent pas d'atteindre les critères liés au tri,

d'autres matériaux pourrait être alors envisagés, tels que les verres minéraux et les polymères.
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F. OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Le travaii de thèse présenté dans ce mémoire a pour objectif de tenter d'établir la

spectroscopie par RPE comme technique de dosimétrie rétrospective utilisable pour le tri de

population. D'autres techniques, principalement les techniques de luminescence, font par

ailleurs l'objet d'études similaires. Plusieurs autres matériaux (verres minéraux, polymères,

émail dentaire) ont été également envisagés au début du travail de thèse et ont fait l'objet
d'étude, soit du point de vue de ia faisabilité technique (RPE in vivo) ou de la variabilité des

propriétés (verre minéraux et polymères). Au final, sur la base de ces résultats, des résultats

préliminaires obtenus sur les ongles et compte tenu de l'évolution rapide des matériaux

utilisés dans les objets électroniques (verres et polymères), les ongles semblait le matériau le

plus pertinent pour les applications de tri.

Dans un premier temps, les études présentées ici avaient pour but d'améliorer la
compréhension des différents mécanismes de production et de recombinaison des radicaux

libres ou des défauts paramagnétiques mis en jeu aussi bien lors du prélèvement de l'ongle
que lors de l'irradiation et dans les heures ou jours suivants. Les premières études ont été

menées en RPE bande X en onde continue, qui est la méthode de réference utilisée en

dosimétrie RPE des rayonnements ionisants. Néanmoins, un certain nombre de phénomènes

ne pouvait être appréhendés uniquement avec cette seule technique de mesure. Ainsi, 1l a été

nécessaire pour progresser dans la compréhension des phénomènes mis en jeu à l'échelle des

radicaux ou des défauts d'avoir recours à des techniques RPE dite avancées, RPE pulsée

(ESEEM et HYSCORE), à l'utilisation de la RPE en onde continue en bande Q, ainsi qu'à la
mesure en onde continue bandes X et Q à basse température.

Le mémoire de thèse est divisé en six chapitres.

Le chapitre I, le présent chapitre, présente le contexte et les objectifs de ce travail de thèse.

Le chapitre II présente les généralités sur le paramagnétisme et sur la résonance

paramagnétique électronique etfait une description des techniques de spectrométrie utilisées.

Dans ce chapitre sont également donnés quelques éléments sur Ia dosimétrie des

rayonnements ionisants par spectroscopie RPE ainsi que sur la méthodologie utilisée pour

étudier les différents types de signaux RPE mesurés dans les ongles (intrinsèques, parasites,

mécano-induits et radio-induits). Une revue des principales propriétés des ongles du point de

vue histologique et biochimique est également donnée dans ce chapitre ainsi qu'un état de

l'art sur les études portant sur la dosimétrie des ongles par RPE réalisées préalablement à ce

i.;.avail

Le chapitre III est consacré à l'identification et à l'étude des signaux dits intrinsèques et

parasites, c'est-à-dire les signaux présents avant le prélèvement de l'ongle. De manière

générale, il est nécessaire en spectroscopie de connaître les caractéristiques de ces signaux car

ils peuvent se superposer aux signaux d'intérêt. De plus, ces signaux peuvent éventuellement
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avoir un intérêt du point de vue dosimétrique. Il n'est pas exclu que f intensité des signaux

présents avant tout stress extérieur (mécanique ou irradiation par exemple), soit modifiée par

ces stress et d'une manière telle qu'on pourrait en déduire une relation entre la quantité de

stress (dose par exemple) et la vaúation d'intensité des signaux intrinsèques. Ainsi, par

exemple dans les vetres, I'intensité des signaux RPE du Fe3n, pour certaines compositions de

venes, peut être modifiée après irradiation (Griscom, 1998).

Les signaux dits parasites sont définis comme ne provenant pas de l'ongle, mais par exemple

des vernis ou autres substances chimiques appliqués sur les ongles. L'étude a uniquement

porté sur les vernis de cosmétique, mais certaines activités professionnelles (manipulation de

peintures, ciments, etc.) ou certaines habitudes (tabagie par oxemple) peuvent meneÍ à des

contaminations de I'ongle par voie externe qui sont susceptibles d'induire également des

signaux RPE parasites, notamment dans le cas d'ions métalliques.

Etant donné que ces signaux peuvent interférer avec les signaux radio-induits, et parfois en

empêcher toute mesure, il était nécessaire d'identifier ces signaux et de préciser leur nature

pour le cas échéant proposer des méthodes visant à leur élimination.

Les chapitres IV et V portent respectivement sur I'identification et l'étude des composantes

du signal induites par le stress mécanique (MIS) et par l'irradiation (RIS). Comme le MIS se

superpose aux composantes radio-induites, il est important d'avoir une compréhension des

differentes composantes du MIS et du RIS ainsi qu'une description détaillée de la stabilité des

radicaux associés vis-à-vis notamment de la température et de l'humidité. Des études plus

spécifiques ont également éfé menées pour soit minimiser la production de MIS, soit essayer

de minimiser ou éliminer de manière sélective les contributions du MIS lors de l'évaluation

du RIS.

Le chapitre VI est dédié à la mise au point de protocoles pour l'estimation des doses. Comme

cette étude vise à produire des protocoles opérationnels, sur la base de i'ensemble des

données produites concernant le RIS et le MIS, il s'agissait de définir les conditions optimales

de prélèvement, de préparation des échantillons et de mesure. Deux protocoles orú. efé, définis

et des premiers cas d'applications sur des ongles prélevés sur des victimes d'irradiation aiguë

prises en charge par I'IRSN et I'Hôpital Percy sont également décrits.
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A.INTRODUCTION

La spectroscopie par Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) est la principale

technique d'analyse mise en æuvre au cours de cette thèse. La première partie de ce chapitre

rappelle les principes généraux de la spectroscopie RPE et de son application à la dosimétrie.

La deuxième partie présente une brève description des méthodes d'analyses complémentaires,

des moyens d'irradiation utilisés et de la méthodologie suivie pour l'étude des ongles. Dans la

troisième et dernière partie, nous nous efforçons de détailler les ongles du point de vue

histologique et biochimique ainsi que les premières études réalisées en dosimétrie

préalablement à ce travail de thèse.

B. PRINCIPE GENERAL DE LA SPECTROSCOPIE PAR
RESONANCE PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE

En 1895, Pierre Curie distingua le paramagnétisme et le diamagnétisme et mit en évidence le

passage du ferromagnétisme av paramagnétisme par élévation de température. Quelques

années plus tard, dans l'une des plus fondamentales expériences sur la structure de la matière,

Gerlach & Stern (1922) ont montré que le moment magnétique d'un électron ne pouvait

prendre que des orientations discrètes dans un champ magnétique. En 1923, Defran découvre

I'absorption des ondes électromagnétiques par des substances paramagnétiques, il appelle ce

phénomène < l'effet photomagnétique >. Breit & Rabi (1931) décrivent les niveaux d'énergie

d'un atome d'hydrogène résultants de l'application d'un champ magnétique. En 1932, Waller

présente une théorie quantique de la relaxation paramagnétique dans les soiides qui constitue

les bases de la résonance paramagnétique. Rabi et al. (1938) étudient quelques années plus

tard les transitions entre les differents niveaux d'énergie induit par un champ magnétique

oscillant. Cette expérience fut la première observation de résonance magnétique. La première

observation d'un pic de résonance paramagnétique électronique fut réalisée en 7944 par

Zavoisky (1945). Les résultats des expériences de Zavoisky sont interprétés par Frenkel

(1945) comme la démonstration de l'absorption paramagnétique. La spectroscopie par RPE a

connu par la suite un développement important, notamment en chimie, médecine, biologie et

science des matériaux. Les premières applications de la RPE pour la dosimétrie des

rayonnements ionisants remontent aux années 1950. En effet Combrisson et Uebersfeld, avec

des verres et des matériaux biologiques montrent qu'il est possible d'estimer la dose absorbée

par un matériau solide en détectant les défauts etlou les radicaux libres créés par l'interaction

des rayonnements ionisants dans ces matériaux (Combrisson &, Uebersfeld, 1954 ;

Uebersfeld,1956). Quelques années plus tard, Brady (1963) publie les premiers résultats de

dosimétrie rétrospective sur des tissus osseux et Bradshaw (Bradshaw &, Cadena, 1962) sur

l'utilisation d'un acide aminé,,l'alanine, comme dosimètre. Ces travaux définissent les deux

principales applications actuelles de la RPE en dosimétrie, à savoir la dosimétrie rétrospective
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pour des expositions chroniques ou accidentelles et la dosimétrie de réference pour des

applications en métrolo gie.

8.1 Rappel d'électromøgnélisme

Lorsqu'un milieu matériel est soumis à un champ d'excitation magnétiqueÈ, d'intensité H

(A.ro-t), il apparaît une aimantation magnétique ÑI d'intensité M (4.--t) qui indique

I'influence du milieu. Pour le cas d'un milieu isotropel, le champ d'excitation magnétique et

l'aimantation magnétique sont liés par la susceptibilité magnétique (Equ. ILl) :

Equation II.1

La susceptibilité est une grandeur sans unité.

Le champ d'induction magnétique,Ê 1e., Tesla)2, à I'intérieur de ce milieu, est donné par Ia

relation suivante (cf. EquationIl.2) :

$ = ¡to.çÈ + tlt¡ Equation II.2

avec ¡r.0 la perméabilité magnétique du vide (4.n.10-7 T.m.A-l¡.

En combinant les Equations II.1 et IL2 et pour un milieu linéaire isotrope, la relation liant le

champ d'induction magnétique et l'aimantation magnétique est donnée par l'Equation II.3 :

È: po.Q+ l.FI Equation IL3

Par conséquent, les matériaux peuvent être classés suivant leur comportement magnétique,

c'est-à-dire suivant leur susceptibilité magnétique 1.

8.L.1 Comportement des matériaux dans un champ magnétique B

En absence de champ magnétique extérieur, l'aimantation des matériaux est nulle. En effet,

les moments magnétiques intrinsèques 1Z;, orientés aléatoirement, se compensent entre eux

et donc le moment magnétique macroscopique résultant çlû ¡ estnul (Equ. Ii.4) :

tit =lit =õ Equation IL4

En revanche, sous l'action d'un champ magnétique statique, les matériaux s'aimantent et

peuvent être alors classés selon leurs propriétés de magnétisation :

o Le diamagnétisme est caractérisé par une susceptibilité, en général très faible, de

I'ordre de 10-a à 10-6, négative et indépendante de la température (corps repoussés par

I Un élément est dit isotrope s'il possède les mêmes propriétés physiques dans toutes les directions.

2 Dans la littérature les valeurs B et H sont souvent confondues

T M//H
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l'aimant). Lors de l'application d'un champ magnétique à un atome, le champ

électrique induit modifie le mouvement orbital des électrons et ce phénomène se

traduit par une aimantation opposée au champ. Cette aimantation cesse lorsqu'on

supprime le champ extérieur. Le diamagnétisme est une propriété de tout atome ou

molécule présentant obligatoirement des couches électroniques pleines. L'observation

d'un comportement opposé indique que le diamagnétisme est contrebalancé par un

autre effet plus fort entraînant une attraction ;

Le paramagnétisme est caractérisé par une susceptibilité positive (corps attirés par

l'aimant) comprise entre 10-2 et 10-3. Il concerne les corps dont les atomes possèdent

déjà un moment magnétique en raison par exemple d'électrons non appariés. Sous

I'action d'un champ magnétique extérieur, ces moments magnétiques s'orientent dans

la direction du champ et augmentent le champ appliqué. Cette aimantation faible cesse

lorsqu'on supprime le champ extérieur. Ce phénomène diminue avec I'augmentation

de la température selon la loi de curie (, =%, où c est la constante de curie en

Kelvin et T la température en Kelvin) puisque I'agitation thermique désoriente les

dipôles magnétiques élémentaires ;

Le ferromagnétisme est la propriété qu'ont certains corps de s'aimanter très fortement

sous I'effet d'un champ magnétique extérieur, et pour certains tels que les aimants

(matériaux magnétiques durs) de garder une aimantation importante même après la

disparition du champ extérieur.

8.L.2 Domaines d'application de la RPE

Tout système parumagnétique etlou possédant un spin électronique non nul peut être étudié

par spectroscopie RPE. Les matériaux paramagnétiques les plus étudiés sont classés

généralement selon les catégories suivantes :

Les radicaux libres dans les solides, liquides et phases gazeuses. Un radical libre est

un système (atome, molécule ou ion) qui contient au minimum un électron non

apparié:.

Les complexes de coordination. La RPE permet en effet d'obtenir des informations sur

la géométrie et la structure électronique des composés ;

Les ions des éléments de transition et les terres rares qui peuvent avoir jusqu'à cinq ou

sept électrons non appariés ;

Lcs ólectrons de conduction des conduoteurs métalliques ;

a

a

o

o

a
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¡ Les défauts d'irradiation et défauts dans les semi-conducteurs. Les atomes de silicium

dont la tétravalence n'est pas satisfaite ont une liaison dite pendante qui rend l'atome

radicalaire ;

o Les défauts ponctuels dans les solides ; le plus connu étant le centre F dans les

halogénures, un électron de valence piégé dans une lacune d'ion négatif;

o Les systèmes avec plusieurs électrons non appariés, bi-radicaux ou multi-radicaux.

C'est le cas des états triplets de l'oxygène moléculaire

Cette technique étant très sensible, des radicaux ou des ions paramagnétiques peuvent être

utilisés comme sondes dans des systèmes diamagnétiques, sans pour autant perturber ces

systèmes (techniques de marquage de spin) : étude de solvatation, de mécanisme de transfert

dans les systèmes biologiques.

8.1.3 Principe de base

La RPE est une technique spectroscopique basée sur l'absorption d'une onde

électromagnétique à haute fréquence, usuellement dans le domaine des micro-ondes, par un

composé paramagnétique (radicaux libres, complexes de métaux ou de terres rares où certains

de leurs électrons ne s'apparient pas) lorsqu'il est en interaction avec un champ magnétique

statique. Cette technique permet notamment de mesurer la concentration d'espèces

paramagnétiques, en particulier celles induites par une irradiation dans les matériaux

organiques ou inorganiques, mais aussi d'avoir des informations sur leur nature et leur

structure électronique.

L'application d'un champ magnétique à une popuiation d'électrons célibataires implique une

levée de dégénérescence des niveaux d'énergie en sous niveaux en orientant les spins des

électrons: c'est l'effet Zeeman. En imposant une onde électromagnétique micro-onde

perpendiculaire au champ magnétique, il est possible d'induire des transitions entre ces sous

niveaux : c'est ia résonance. Cette résonance se matérialise par l'absorption de I'onde micro-

onde par les spins des électrons célibataires, qui changent de niveau, et provoque un pic dont

l'amplitude est proportionnelle au nombre de transitions. La base de la spectroscopie par RPE

consiste donc à détecter cette résonance.

Cependant, un spectre de RPE peut présenter une structure complexe. En effet, les électrons

célibataires ne sont pas isolés et peuvent donc interagir entre eux mais aussi avec les noyaux

situés dans leur environnement proche, ce qui se traduit par des raies supplémentaires. Les

paramètres essentiels qui vont*intervenir sont le champ magnétique B auquel est soumis le

système, le spin éleçtronique S assqcié à l'électron célibataire considéré et l'ensemble des

spins électroniques 'S' et nucléuir., /' environnants.
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8.2 Eføts énergétiques- effet Zeemun

En présence d'un champ magnétique externe E ,Iu direction du spin de l'électron s'aligne

antiparallèlement (état ie plus stable) ou parallèlement selon celle du champ magnétique

externe, permettant de séparer du point de vue énergétique les deux états de l'électron, cet

effet est appelé effetZeeman (Fig. II.1).

E* (m5 = %)=
+ f s".uu.B

AE = h.u

E-(ms=-%)=
- f t".u*u

B=0
Dégénérescence

des niveaux
Levée de dégénérescence

des niveaux

Figure II.I : Schéma des niveaux d'énergie pour l'électron libre fonctions du champ
magnétique appliquée avec absorption RPE.

L'énergie séparant les differents états des spins lorsqu'ils sont soumis à un champ magnétique

externe dépend de la valeur du champ magnétique appliqué et du moment magnétique de

l'éiectron.

Dans le cas simple d'un électron libre de spin (S:Il2), en l'absence de champ magnétique, le

moment magnétique intrinsèque est donné par l'Equation II.5 :

It" : -gu.B.S Équøtíon II.5

âvoc ge le facteur de Landé, B le magnéton de Bohr et ,3 ," *o*ent cinétique de spin de

l'électron qui possède deux orientations opposées.

Le magnéton de Bohr est le moment de spin d'une mole d'électrons (de masse m.) et

s'exprime sous la forme suivante (cf. Equation II.6) :

p he

2.*, Equation II.6

Le facteur de Landé (aussi dénommé facteur g) ou facteur de décomposition spectral est le

rapport entre le moment angulaire total et le moment magnétique de l'électron. Ce ratio est

Br
B
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une constante physique caractéristique des espèces radicalaires mesurées. Le facteur g de

l'électron libre est é,gal à2,002319278. Dans un cristal, on utilise une matrice g dérivée de g.,

qui tient compte des perturbations locales, appelée g effectif. En effet, I'application d'un

champ magnétique externe génère des champs locaux dans l'échantillon. Les valeurs de g

sont caractéristiques du système de spin mesuré dans un environnement déterminé.

L'énergie d'interaction entre le spin électronique d'un centre paramagnétique et I'induction

(interaction magnétique faible), ou énergie Zeeman, décrit l'énergie potentielle d'un moment

rigide, le moment de spin, qui tend à s'aligner selon le champ magnétique appliqué. En

utilisant le formalisme quantique, l'hamiltonien associé à cette interaction s'écrit de manière

générale (Equ. II.7) :

Equation IL7

où g est donc la matrice caractérisant la modification de cette interaction en fonction de

l'orientation du champ avec I'axe de I'orbital. Dans le cas de l'électron libre, la matrice g se

réduit à la matrice unité multipliée par le facteur g.. Si l'on considère la composante selon la

direction de l'axe 07 corrospondant à la direction de B, on a (Equ. IL8) :

Hz .B Équation II.B

On applique l'hamiltonien de spin à la fonction propre du spin électronique correspondant à

ms le nombre quantique magnétique de spin (projection de S selon la direction de B). Le

nombre quantique m5 peut prendre 2S*1 valeurs données par ms : -S, -S+1, *S ou S est le

nombre quantique de spin. L'éiectron ayant un nombre quantique de spin S égal à/r, ms prend

deux valeurs soit + r/z et - Yz. L'énergie de spin de l'électron ou énergie Zeeman peut donc

prendre deux vaieurs. En reprenant l'EquationlL{, on a donc l'Equation II.9 :

a,Ê yr> - t* s"þBlt yr) - E*lt yr) Equation II e

sorT E* = ti S,þB Equation 11.10

urr." 
I 
I %) la fonction propre du spin électronique

La répafütion des électrons non appariés entre les deux niveaux d'énergie à la température T

se fait selon loi de Boltzmann (Equ. II.11) :

¡/

u = p.s.d.Ê

- þ.s,.9"

+¡/
e

.LE,( _)'kT'
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avec N- : la population du niveau d'énergie inferieur, N+ : ia population du niveau supérieur,

AE : la difference entre les deux niveaux d'énergie, k : la constante de Boltzmann, T : la

température absolue en kelvin

A température ambiante, une légère différence de population existe entre les deux niveaux,

l'état le plus stable étant le plus peuplé. Cette difference augmente lorsque la température du

système diminue.

8.3 La résonunce

Les transitions électroniques entre les niveauxd'énergie adjacents peuvent être provoquées si

l'on applique perpendiculairement au champ B un champ oscillant radiofréquence tel que la

difference d'énergie (cf. Equation IL12) entre les deux niveaux Zeeman soit égale aux quanta

d'énergie de I'onde radiofréquence.

AE * hV Equation 11.12

avec v la fréquence du champ oscillant appliqué. On peut donc exprimer les conditions de

résonance selon la formule générale suivante (Eq. II.13) :

Bh
Equation II.I3v gp

Lorsque ces conditions sont réalisées, on observe un phénomène de résonance : les spins des

électrons non appariés s'inversent (Fig. II.1). Les probabilités de transition entre les deux états

sont égales, cependant, la population du niveau inférieur étant légèrement plus élevée que

celle du niveau supérieur (Eq. ILil), on observe une absorption d'énergie. Pour que

l'absorption soit mesurable, en plus du déséquilibre de population entre les niveaux

énergétiques, d'autres phénomènes doivent être mis en jeu. En effet, lorsque les conditions de

résonance sont maintenues, les deux niveaux d'énergie sont alors également peuplés et

l'absorption devrait donc cesser suite à ce phénomène de saturation. La saturation est

rarement décelabie pour des valeurs de champ magnétique de haute fréquence à ia
température ambiante, ce qui montre qu'il existe des phénomènes qui provoquent le passage

des électrons vers le niveau inferieur. L'ensemble de ces phénomènes est nommé relaxation

paramagnétique.

8.4 Lu reluxøtion

Pour aborder la notion de relaxation, il est nécessaire de définir la magnétisation. La

magnétisation est la somme des moments magnétiques dans l'échantillon de volume V (Eq.

rr.14).
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ù=L
V

Equation II.I4ít=0I
En présence d'un champ magnétique, en I'absence de toute autre perturbation, pour chaque

niveau d'énergie, les moments étant distribués aléatoirement dans leur rnouvement de

précession (à une même fréquence) autour de 86, leurs contributions s'annulent et le moment

résultant est soit aligné soit anti-aligné avec B6 (Fig. II.2). A l'équilibre thermique, les

moments résuitants des deux niveaux d'énergie ne s'annulent pas, ces deux niveaux étant

peuplés par un nombre de spins different (Eq. II.11). Leur somme coffespond à la
magnétisation. A l'équilibre, la magnétisation (M¡) est donc orientée parallèlement au champ

magnétique comme le montre la Figure II.2. Si l'on choisit le référentiel de la Figure II.2,la

composante de la magnétisation selon l'axe Z (Mz) est donc égale à Mo. Mz est appelée

magnétisation longitudinal et Mx et My magnétisations transverses. Dans le réferentiel défini,

Mx et My sont donc nuls.

B6

Figure II.2 : Représentation schématique de la pr,lcession des moments magnétiques
individuels autour de Bo et de la résultante selon l'axe Z.

Lorsque l'on perturbe le système de spin, en RPE par un champ magnétique orthogonal B1 au

champ magnétique statique B¡ oscillant à la fréquence de la micro-onde (rrl) et délivrant au

système de spins une énergie corespondant à la difference des deux niveaux d'énergie, deux

phénomènes sont observés :

o le système n'est plus à l'équilibre thermique, la composante Mz diminue,

o la magnétisation n'est plus alignée avec le champ magnétique statique, des petites

différences de champ magnétique au niveau de chaque spin induisent une distribution

des fréquences de rotation de chaque spin, My et Mv ne sont plus nuls.

z

Mo

v

x
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A l'arrêt de la perturbation, le retour de la magnétisation à son état d'origine est appelé

relaxation. Ce phénomène de relaxation a été décritpar Bloch (1946) à l'aide d'un système de

trois équations différentielles (Eq. II.15). Cette description qui a valu à F. Bloch le prix Nobel

portait sur la résonance magnétique nucléaire, mais est valide également pour la RPE.

dY. ' = ylM ,Bo + M ,Br rin øt]- Uu
dt 'L v v z \ t 

T,

dM

7 = ylM ,8, cosølt - +M ,Bol_M,
T2 Équation IL15

dMz

dt

Le retour à l'équilibre thermique et donc le retour de la composante Mz à sa valeur d'origine

se fait selon une loi exponentielle (Eq. II.16) déduite des équations de Bloch (Eq. II. 15).

M 
"(t) =Uo(r- e-ttr') Équat¡on ll.lo

T1 est appelé temps de relaxation longitudinal ou temps de relaxation spin-réseau, le retour à

l'équilibre thermique étant réalisé par transfert de l'énergie thermique au milieu ou < réseau >.

Ce transfert se fait essentiellement via les vibrations du milieu et sera d'autant plus efficace

que le couplage spin-orbite sera grand et que la température est importante. Le temps Tl est

donc dépendant de la température.

Le retour de la magnétisation transverse à zéro est réalisé selon I'EquafionII.TT . Le temps T2

est appelé temps de relaxation transverse ou spin-spin, car il correspond au rephasage des

fréquences de précession des differents spins.

M n Q) = M n oþ-"") Équation II' 17

Les temps Tz sont toujours inferieurs ou égaux aux temps T1 et souvent très inférieurs à T1.

On comprend à partir de la description du phénomène de relaxation que la quantité d'énergie

que peut absorber le système est surtout dépendante des temps de relaxation. Des temps courts

permettent une relaxation rapide et donc une absorption plus importante d'énergie. La

puissance absorbée est ainsi décrit par I'Equation II.18.

P(Bo) =
yøMoTrBl

t + (yBn - r)' r: + y' B,T,T,

avec T le rapport gyromagnétique électronique

yl- M,Brsinatt - M rl,cosØ/]- 
"+
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8,5 Forme des ruies d'øbsorption

La courbe d'absorption est, selon le cas, décrite par une raie gaussienne ou une raie

lorentzienne. Les raies lorentziennes correspondent à des raies dites homogènes, pour

lesquelles la largeur de raie est déterminée par la durée de vie des états entre lesquels a lieu la

transition. Les raies gaussiennes coffespondent à des raies dites inhomogènes, dont la largeur

est généralement très supérieure à celle des raies homogènes. Plusieurs phénomènes

participent à l'éiargissement inhomogène. Il peut s'agir soit de la présence de couplage

hyperfin de constante de couplage inférieure à la largeur des raies homogènes, d'un effet de

désordre (< g-strain >). Les conditions de résonance de certaines espèces paramagnétiques

sont très sensibles à la forme chimique ou à l'environnement chimique, ce qui induit une

petite distribution des valeurs du facteur g, qui provoque un élargissement des raies.

8.6 Anisotropie spectrule

Dans le cas d'un ion isolé, le moment orbital Z contribue également au paramagnétisme

électronique et peut se coupler avec le moment cinétique de spin S pout donner un nouveau

moment cinétique i = i.+,i (couplage spin-orbite). Dans ce cas, le facteur ge pour l'électron

est rempiacé par le facteur de Landé donné par l'Equation II.19.

Équation II.t9

Enf,rn, dans le cas d'un solide, l'atome n'est pas isolé et l'électron non apparié subit de la part

des atomes voisins plusieurs champs électrostatiques dont ia résultante est le champ cristallin.

Dans les solides et plus particulièrement dans les réseaux cristallins, si l'électron est localisé

sur une orbitale particulière non sphérique, celui-ci va réagir de manière différente avec le

changement d'orientation du champ magnétique par rapport à l'axe de l'orbital. C'est le

phénomène d'anisotropie spectrale. Ce champ cristallin, en agissant sur le moment cinétique

orbital i- va perturber le couplage spin-orbite provoquant un blocage partiel de ce moment

cinétique, le moment orbital effectif < L > est égaI à zéro. Le facteur g perd donc sa

signification physique et est remplacé par un facteur spectroscopique appelé facteur de

décomposition spectrale ou tout simplement < facteur g ). Ce facteur va donc être sensible à

l'environnement dans lequel se trouve l'atome et va refléter la symétrie du site dans lequel

l'atome est placé. Le facteur g, déterminé par l'expérience, de.,rient alors une matrice

notée [g].Le Tableau ILl résume les caractéristiques de cette matrice pour les principaux cas

de symétrie et la Figure II.3 donne les spectres RPE correspondant aux symétries axiale et

rhombique.

- 1, J(J+1)+S(S+1)- L(L+l)
8r = L- 

2J(J +Ð
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Tableau II.I ; Récapitulatif des composantes de la matrice g suivant les environnements
possibles dans un réseau cristallin.

Système Matrice g Tenseur A

Isotrope

Axial

Rhombique

9xx:9yy:8zz

9"*: gyy: gr et Ezz: 8//

g*rt Evv f g"

A*: Ar: A,

A*: Ay: A1 et Ar: A1

A*+ Ay+ A,

1) 2)
5Þl-1

l{ll

:l ',i il BB

Figure II.3 ; Spectres RPE < de poudre Ð corcespondant à une symétrie axiøle 1) et à une

symétrie rhombique 2). Les spectres (a) correspondent à des spectres d'absorption idéaux, les

spectres þ) correspondent à des spectres d'absorption réels, les spectres (c) correspondent à

la première dérivée de (b).

8.7 Structure hypeffine

Les noyaux possédant un spin nucléaire I non nul peuvent voir celui-ci interagir avec le

moment magnétique électronique. L'interaction des deux moments magnétiques induit une

décomposition des niveaux d'énergie de spin appelée structure hyperfine (ou hfl. L'óncrgic

d'interaction magnétique entre le noyau et l'électron est donnée par I'hamiltonien dor¡ré dans

1'Equation II.20.

È n =s.Ã.î
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où A est le tenseur de f interaction hyperfine. Ce tenseur est la sotnme d'une interaction

isotrope (ou interaction de contact de Fermi) et d'une interaction anisotrope de couplage

dipôle-dipôle. La composante isotrope est caractérisée par la constante de couplage hyperfin

(a0). L'intensité de ce couplage dépend de l'orientation, de la distance et de l'intensité du

dipôle nucléaire. Le nombre de raies de résonance dépend du spin nucléaire i. Au champ

magnétique statique qui lève la dégénérescence des niveaux d'énergie, s'ajoutent les (2I+1)

champs magnétiques locaux créés par le spin nucléaire ; chaque sous niveau électronique sera

décomposé en (2I+1) valeurs de mI et aux (2I+i) transitions permises correspondent (2I+i)

raies d'absorption (Fig. il.a). Les transitions suivent les deux règles suivantes : Am. : J-l et

Am¡: 0.

Dans les molécules organiques, les électrons non appariés interagissent principalement avec

les protons (l:112) etl'azote (I:1).Sur la Figure II.4, pour le couplage avec deux protons

équivalents (I:2xll2), seules les trois transitions k, 1, et m sont permises, le niveau

correspondant à mr: 0 étant doublement dégénéré.

+U2

//l¡

+1

0
A

//lg

I
K

Ao/2

Ao/2

eß"8

0Ao/2
-1/2

Zeeman +l
hf I Proton 

hf2 protons

Figure IL4 ; Niveaux d'énergie et transition pour un système avec un électron non apparié et

deux noyaux ëquivalent de spin I : % ayant la même constante de couplage hyperfin (Aù k, I
et m correspondent aux transitions autorisées.

La transition I est deux fois plus intense que k ou m, car elle a lieu entre des niveaux

doublement dégénérés. Pour deux protons avec des constantes de couplage différentes, donc

sans niveau dégénéré, quatre raies sont observées. De manière générale, si l'on a deux

gïoupes de protons équivalents comportant respectivement m et n protons, le nombre de raies

observables sera (m+1 ).(n+1 ).

Au final le nombre de raies observées et leur intensité relative dépend du nombre de noyaux

dans la molécule. En analysant le nombre de raies, leurs séparations et leurs intensités

relatives, il est possible de déterminer le type et le nombre de spins nucléaires qui

interagissent avec les électrons et ainsi, suivant les cas, de déterminer la structure du radical.

I mr
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Le coupiage théorique hyperf,rn pour deux protons équivalents donne un triplet d'intensité

relativel:2:letpourtroisprotonsunquadrupletd'intensitérelativel:3:3:1(Fig. II.5).

lI II

Ittlt

"CHzCOOH

oCH¡

Figure II.5 : Couplage théorique de I'interaction hyperfine de protons, pour une contribution
équivalente de 2 et 3 protons (keya, 1993).

8.8 Ecløtement ù champ nul el struclureiíne

Lorsque le système étudié présente deux ou plusieurs électrons non appariés, le couplage

entre ces électrons est suffisamment important pour qu'il ne soit plus correct de considérer

séparément leur moment magnétique. Il faut alors considérer un moment résultant de spin qui

est supérieur à %. Ce type de système présente une interaction supplémentaire appelée

éclatement à champ nui. Cette interaction provient des couplages intenses < dipolaire >> et

< spin-orbite > entre les spins électroniques et leur moment angulaire orbital. Les deux

principaux types de centres paramagnétiques qui présentent ce type d'interaction sont, d'une

part, les molécules organiques dans un état triplet (ou dans un état de multiplicité supérieur)

et, d'autre part, les ions de transition (à l'exception des ions dl et de). Cette interaction est

caractérisée par l'éclatement des niveaux d'énergie en l'absence de champ magnétique

externe, d'où l'appellation d'éclatement à champ nul. De ce faít, cette interaction est

singulière par rapport à celles décrites précédemment qui n'interviennent qu'en présence d'un

champ magnétique externe.

L'origine de cette interaction réside principalement dans l'interaction dipolaire pour les

molécules organiques et dans le couplage spin-orbite pour les ions de transitions. En présence

d'un champ magnétique externe, cette interaction peut induire une structure supplémentaire

dans le spectre, appelée structure fine. A titre d'exemple, la Figure II.6 présente le cas d'un

état triplet (S:1). Dans ce cas, 2S:2 transitions normalement interdites (Am5:t1 et Àm1:t1)

peuvent être observées.
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ms -1,0,+1 ms=*1

ffis =0

Eclatement à champ nul

ffis=*1

D/3
0

-2l3{D)

ms=+1

Eclatement à champ nul
hvt

1

Champ magnetique

Figure II.6 ; Schéma des niveaux d'énergie et ffit sur la résonance dans le cas d'un état
triplet (S:I)

Dans le cas des ions d5 (3:512), on observe donc 2S:5 transitions comme le montre la

Figure II.7. Pour l'ion d5 Mn'*, l'interaction hyperfine se conjugue à l'interaction

d'éclatement à champ nul, un spectre RPE comportant 30 raies peut être en théorie observé.

Le Mn2* a2S+1:6 niveaux d'énergie (ms : 512,312,I12, -112, -312, -512) qui, sous l'influence

du moment de spin nucléaire de Mn2* (I:512), se sous divisent en 2I+I:6 niveaux, soit au

total 36 niveaux d'énergie. En l'absence d'éclatement à champ nul, mais avec l'interaction

hyperfine, les règles de sélection des transitions permises (Am5:+1 et Am¡O) donnent six

raies de résonance pour le Mn2n (sextuplet). Avec l'éclatement à champ nul, comme le montre

la Figure llr7,2S:5 transitions normalement < interdites > (Ams:*l et Am1:tl) peuvent être

observées.

hv,'
ffis=o

(f --m
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ms

ml

45n
+312

+1f2

-1n

-5t2

+312

4D
2D

+1t2

Eclatement
â champ
nul

Champ magnétique

Figure II.7 ; Schémq des niveaux d'rónergie -et ffit sur la rtisonance dans le cas de I'ion Mn2*
(d, s:5/2)

Les raies de la structure fine sont souvent bien moins intenses que celles liées à I'interaction

hyperfine. La position des raies de la structure flne est très dépendante de l'orientation du

système dans le champ magnétique externe comme la montre la Figure II.8 pour un système

avec S:5/2. Seule ia raie correspondarú àlatransition -l12 ---> Il2 es| relativement isotrope.

1t2

-512

90

O
o)c

0 zDDO-D-2D

Figure ILï : Représentation schématiqtte de la variation angulaire de la position de.s raies de.

la structure fine pour S:5/2.

I
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Le paramètre D qui régit cette interaction comme indiqué sur la Figrne II.8, est issu de la

description de cette interaction dans le formalisme de l'hamiltonien de spin (Equ. II.21).

H Equation IL2I

où D est le tenseur de I'interaction d'éclatement à champ nul qui comporte les contributions

des interactions spin-orbite et dipolaires entre électrons non appariés. Dans un système

cartésien, I' opérateur s' écrit selon l' Equ ation II.22.

H S: Equation IL22

En général, l'opérateur dépend de deux paramètres indépendants D et E. Si I'on considère que

Z estl'axe principal, l'opérateur peut alors être exprimé selon I'Equation 1I.23.

D=3D", l2

- sõs

D,.3í *Dy+

lt: -s(s +T)t:l*zþ; - Sj) nquationrrzsHtr=D

et E:@,*-nr)tz

éclatement

.,SD*,áclatement
2

x

avec

Les Dii sont les valeurs principales du tenseur D. D caractérise l'effet du champ ligand et E la

symétrie du système ou encore < l'anisotropie > de la structure ftne. La position des raies est

liée à la valeur de D (Fig. II.6). Lorsque E:0, nous sommes dans le cas de la symétrie axiale

(d'axe Z). Lorsque E est non nul, on parle de symétrie rhombique, bien que cette

dénomination ne soit pas en fait descriptive de la géométrie du système.

8.9 Description des dffirenles techniques et speclromèÍres RPE utilisées

Les différentes techniques de RPE sont des moyens d'investigation fréquemment utilisés tant

en chimie qu'en biologie. Ces techniques pennettent par exemple l'étude de complexes de

métaux de transition, l'étude de l'action des radicaux libres, Ia datation des fossiles, la

détection d'aliments ionisés, etc. Les nouveaux développements en matière de RPE,

notamment en termes d'imagerie, se font principalement dans le domaine de la biologie pour

la détection in-vivo de radicaux (oxymétrie, radical NO, etc.), ceci pour des fréquences

inferieures au GHz. La dosimétrie des rayonnements ionisants, bien qu'étant l'une des

premières applications de la RPE, reste une application marginale de cette technique.

Les différentes bandes de fréquence utilisées en RPE sont données dans le Tableau II.2. Les

fréquences inférieures à | GH4 bien que de plus en plus utilisées en biologie, n'ont pas

encore d'appellation. La bande X est la plus utilisée, suivie par les bandes Q, L et W.
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Tableau IL2 : Classification des bandes de fréquence.

C. SPECTROSCOPIE RPE EN ONDE CONTINUE

Les spectromètres RPE en onde continue ou CW-EPR fonctionnent généralement à fréquence

fixe et continue avec un balayage linéaire de champ magnétique. Cette méthode

spectroscopique RPE permet de mesurer I'absorption de la micro-onde. En dosimétrie, la

plupart des études sont menées en bande X, parce que cette fréquence permet des mesures

reproductibies et qu'elie est facilement mise en æuvre. Depuis quelques années, des études de

dosimétrie sont également menées à plus basse fréquence, notamment en bande L, afin de

réaliser des mesures in vivo sur des victimes d'irradiation par exemple. Dans cette thèse, nous

utiliserons à la fois les bandes X et Q.

Généralement le champ magnétique est modulé par un champ magnétique sinusoïdal de faible

amplitude permettant la détection de très faible niveau d'absorption, le spectre mesuré

correspond alors à la dérivée première de l'absorption (Fig. II.9).

Bande Bande de fréquence (GHz) Longueur d'onde dans le vide (cm) B (mT) (signal à g=2)

L Ià2 30à15 35,7 à7r,4

S 2à4 15 à7,5 71,4 à142,8

C 4à8 7,5 à3,75 142,8 à285,6

X I àt2 3,75 à2,5 285,6 à428,4

Ku 12à18 2,5 à 1,67 428,4 à642,6

K 18 à27 I,67 à r,lI 642,6 à963,9

a 27 à40 1,lr à0,75 963,9 àt428

U 40 à60 0,75 à0,5 1428 à2t42

V 60à80 0 5 à0,375 2t42 à2856

w 80 à 100 0,375 à0,3 2856 à3570
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t

0)'s,
4)

IIJ

l'!r'

Aþsorption

dédvéeerChanrp magnéti$re ûc

Champ

Champ

Figure II.9 : Spectre d'absorption du rayonnement micro-onde, et sa dérivée première.

Lors de la mesure par RPE, l'amplitude de la modulation appliquée influe directement sur la

largeur de raie mesurée. L'augmentation de I'amplitude de la modulation induit un

élargissement des raies observées. L'intensité des raies est directement proportionnelle au

nombre de radicaux présents dans l'échantillon. Physiquement, la concentration de spins d'un

échantillon correspond à la double intégration des raies RPE mesurées.

C.I Description des éléments d'un spectromètre en onde continae

L'appareillage d'un spectromètre RPE (Fig. IL10) est constitué d'un générateur

hyperfréquence (source de micro-ondes), d'un électro-aimant constitué de deux bobines qui

génèrent un champ magnétique variable, d'une cavité résonante dans laquelle l'échantillon est

inséré, et d'un système permettant de détecter l'absorption de la micro onde. Un dispositif de

modulation de champ permet d'améliorer la sensibilité de la détection.

Diode Gunn Cristal détecteur

Guide d'onde
Détecteur de

phase

Bobines du champ B

Cavité

Signal RPE
Modulation

Figure IL10 ; Ensemble des éléments d'un spectromètre

Echantillon

/
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C.1.1 Générateur micro-onde

Les micro-ondes générées par un klystron3 ou une diode Gunn sont conduites jusqu'à la cavité

résonante par l'intermédiaire d'un guide d'onde. La fréquence de l'onde est déterminée par la

tension appliquée au klystron. Pour obtenir la résonance, la fréquence de l'onde produite par

le klystron ou la diode Gunn doit être égale à celle de la cavité. Dans le cas contraire, le signal

est parasité. Les alimentations utilisées pour les générateurs micro-onde ne permettent pas

d'obtenir une stabilité suffisante. Pour résoudre ce problème, le générateur micro-onde est

ainsi doté d'un dispositif de contrôle automatique de la fréquence (AFC). La gamme de

fréquence de I'onde électromagnétique et la gamme de champ magnétique utilisée sont liées

par la valeur du moment magnétique de spin de 1'électron.

C.1.2 Electro-aimant

L'électro-aimant est un système générant une induction magnétique susceptible de créer une

force. L'électro-aimant produit au niveau de l'échantillon, un champ magnétique statique

homogène dans l'espace et dans le temps. En pratique, le spectre est enregistré à fréquence

constante et à champ variable linéairement dans le temps. La vitesse de variation du champ

est ajustable avec certains paramètres de mesure.

C.1,.3 Cavité résonante

La cavité résonante est un des élérnents les plus importants de l'ensemble des constituants du

spectromètre du fait qu'elle contient l'échantillon à analyser. Elle se comporte comme un

circuit RLC. L'utilisation d'une cavité résonante permet d'augmenter Ia sensibilité

(fonctionnement en < réflexion >). Une onde hyperfréquence venant du générateur micro-

onde via un guide d'onde entrant dans cette cavité se réfléchit sur les parois. Si la fréquence

de cette onde correspond à ia fréquence de résonance de la cavité, ies réflexions multiples sur

les parois produisent des interférences constructives qui forment une onde stationnaire à

l'intérieur de la cavité . La cavité résonante stocke donc l'onde hyperfréquence et l'énergie qui

lui est associée. L'énergie stockée se stabilise au niveau où les pertes, dues entre autres à

l'imperfection des parois réfléchissantes, compensent juste l'apport de l'onde arrivant dans la

cavité. L'efÍicacité d'une cavité résonante est mesurée par son facteur de qualité, noté Q. Le

facteur de qualité s'exprime comme le ratio de l'énergie maximale de I'onde micro-onde

stockée dans la cavité (E*u* ) et l'énergie perdue par cycle (Eprrou.) (Eq.II.24):

E^u*
Equation IL24Eperdue

3 Le klystron est un tube à vide qui permet de réaliser des amplificateurs de moyenne et forte puissance à bande

ékoite en hyperfréquences

2rO
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C.L.4 Système de détection

La puissance absorbée à la résonance est détectée à l'aide d'une diode montée dans un pont

où la cavité est équilibrée par une charge ajustable. Quand le champ magnétique arrive à la

valeur de résonance de l'échantillon, ce dernier coÍrmence à manifester I'absorption du

rayonnement hyperfréquence. Cela se traduit par un changement de facteur de qualité Q de la

cavité. Le pont se trouve déséquilibré, produisant ainsi une modification du courant électrique

traversant la diode. Cette modification de courant, qui est mesurée, produit le signal RPE.

C.1.5 Dispositif de modulation de champ

Pour amplifier et éliminer les perturbations du signal, celui-ci est modulé en faisant osciller le

champ magnétique sur une amplitude faible par rapport àlaraie RPE mesurée (Fig. II.11).

Cette oscillation est produite par des bobines dites de < modulation > placées de part et

d'autre de la cavité. La fréquence de modulation est généralement fixée à 100 kHz. Le signal

est démodulé après le cristal détecteur par un circuit électronique (dit < détection synchrone >>)

qui sélectionne les signaux ayant une fréquence de 100 kHz et la même phase que le courant

utilisé par les bobines de modulation. Cette modulation d'amplitude convertit le signal

d'absorption en sa dérivée première. Ce type de détection permet ainsi d'éliminer les parasites

qui ne sont pas sensibles au champ magnétique dans la cavité et tous les bruits à basses

fréquences et ensuite d'augmenter le rapport signal sur bruit.

a) Spectæ nresu¡é en ddtection directe
b) ls nrênre spectrc nrssu#
¿uec la ddtectbn synchmm

Sisnal RPE

Chanç

Sþnrl RPE

Eo*

Ðù

- 
Lnrg*urde la nndtrlttionenchcnç

ff "ff.r* 
de Ar{t) hrsqne [e chanrp Bocscille

å Anrplitude de ltconposonre de Arít)å lû0 kH¿

Figure II.l I : Effet de Iø modulation du champ magnétique sur I'allure d'une raie RPE.

L'allure de la raie (cadre u) est celle qu'on obtiendrail si le spectre ,était mesuré en détection

directe. En appliquant une modulation de champ de petite amplitude comparée à la largeur
de raie, on obtient un signal oscillant. L'amplitude des oscillations dépend de la pente du

spectre au champ considéré. Elle est mesurée par la détection synchrone et on obtient un

spectre (cadre b) qui est proche de la dérivée par rapport au champ du spectre obtenu sans

détection directe.
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Le système de détection des deux spectromètres utilisés permet également d'enregistrer la

seconde harmonique de la fréquence de modulation. Les spectres mesurés correspondent alors

à la dérivée seconde du spectre d'absorption (Poole, 1996). Le signal mesuré est beaucoup

moins intense, mais une meilleure résolution des signaux peut être obtenue. Nous avons

utilisé ces conditions d'enregistrement afin de pouvoir mieux interpréter les signaux mesurés

dans les conditions normales d'enregistrement. Lorsque les signaux RPE ne sont pas assez

bien résolus, la mesure en seconde harmonique peut aider à l'interprétation des spectres en

première harmonique. Cependant, compte tenu de la faible intensité du signal mesuré, des

temps d'acquisition très importants sont nécessaires, ce qui ne permet pas d'utiliser ce

paramétrage de manière systématique.

Il est également possible de détecter le signal à differentes valeurs de phase. Lorsque les

temps de relaxation des espèces mesurées sont de l'ordre de grandeur de l'inverse de la

fréquence de modulation, il est possible de détecter leur signal en quadrature de phase (90').

Ainsi dans un spectre multi-composite mesuré en phase, il est possible, par une mesure en

quadrature de phase, de détecter sélectivement les espèces pararnagnétiques présentant des

temps de relaxation proches de l'inverse de la fréquence de modulation. Au cours de cette

étude les mesures RPE en onde continue ont été réalisées sur des spectromètres de la série

EMX et EMX+, construits par la société Bruker. Ces spectromètres sont équipés de ponts

hyperfréquences fonctionnant en bande X (9,8 GHz) ou en bande Q (34 GHz).

C.2 Purumètres d'øcquisition d'un spectre RPE

Les paramètres d'acquisition influant sur la mesure du signal RPE sont: la puissance du

rayonnement micro-onde, l'amplitude de la modulation du champ magnétique, les constantes

de temps et le nombre d'accumulations du spectre, également appelé << nombre de scans >. La

puissance micro-onde et la modulation en amplitude du champ sont les paramètres les plus

< échantillons dépendants > et doivent de ce fait être optimisés pour chaque type

d'échantillon. Les autres paramètres de mesures sont généralement fixés et seul le nombre de

scans est ajusté en fonction du rapport signal-sur-bruit désiré.

C.2.1 Puissance de la micro-onde

La puissance micro-onde est, avec l'amplitude de la modulation, l'un des paramètres qui

influe le plus sur l'intensité et la forme du signal mesuré. En I'absence de phénomène de

saturation, l'intensité du signal mesuré est proportionnelle à B1 (composante magnétique de la

micro-onde). Si I'on se réfère à I'Equation II.18, l'intensité du signal est donc proportionnelle

à la racine carrée de la puissance absorbée par l'échantillon, c'est pourquoi I'intensité du

signal est souvent représen[ée en fonutiun tlc la raL'itte carrée de la puissance, iorsque

l'influence de ce paramètre est étudiée. Il est très fréquent d'observer des phénomènes de

saturation du signal lorsque la puissance micro-onde augmente. De manière intuitive, on
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comprend que lorsque les temps de relaxation sont reiativement longs, les niveaux d'énergie

inferieurs se dépeuplent au profit des niveaux supérieurs, et comme l'absorption dépend de la

différence de population entre deux niveaux d'énergie, une diminution de cette différence

entraîne une diminution de l'absorption. De manière générale, pour les faibles niveaux de

puissance, l'amplitude du signal augmente linéairement avec la racine de la puissance.

Lorsque les phénomènes de relaxation ne permettent plus de repeupler les niveaux d'énergie

inferieurs, il n'y a plus de relation linéaire, on atteint alors un régime de saturation. La valeur

de la saturation dépend de la nature du matériau étudié et également du type de cavité

résonante (Ivannikov et al., 2002a). La saturation présente un comportement très différent

selon qu'il s'agit de raies homogènes ou inhomogènes. Dans le cas d'une raie homogène, le

comportement de I'amplitude du signal mesuré (Aoo) vis-à-vis de l'énergie injectée (81) peut

être approximé par la relation donnée dans l'Equation II.25.

X
at- 

-

* 
I+ X'App avec X = TBt TrT, Equation 11.25

A faible puissance micro-onde, App augmente de manière linéaire avec 81 ou avec la racine

canée de la puissance micro-onde, atteint un maximum pour X:l et décroit en 1/X pour les

niveaux de puissance supérieurs (Fig. II.12). L'Equation II.26 donne la relation

d'approximation pour le cas d'une raie complètement homogène.

App n X
7+X2

Equation 11.26

Dans ce cas, pour les très faibles niveaux de puissance (X<<1), App augmente linéairement

avec 81. Lorsque X se rapproche de 1, l'augmentation n'est plus linéaire et Aoo atteint une

valeur maximum. Après avoir atteint ce maximum (X>1), l'amplitude Aoo ne varie plus (Fig.

rr.I2).
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Figure ILl2 ; Exemple du comportement d'une raie homogène (orentzienne) et d'une raie
complètement inhomogène (en général gaussienne) enfonction de la racine can,le de la

puissance micro-onde.

C.2.2 Modulations en amplitude et en fréquence du champ

L'amplitude de la modulation du champ magnétique influe sur f intensité du signal, la

résolution et également sur le rapport signal sur bruit. L'intensité du signal de même que le

rapport signal sur bruit augmentent avec I'amplitude de la modulation. Selon Bartolotta et al.,

(1993) le rapport entre I'amplitude de la modulation et la constante de temps a également une

influence significative sur le rapport signal sur bruit. Si I'amplitude de la modulation est plus

grande que la séparation de deux raies spectrales, le spectre est déformé et ies deux raies sont

indiscernables comme on peut le remarquer sur la Figure II.13. Si cette amplitude est

beaucoup plus petite que la séparation spectrale, alors le signal et le rapport signal sur bruit

diminuent.

Figure II.I3 : Effet de la modulation d'amplitude sur le spectre RPE.

C.2.3 Constante de temps

La constante de temps filtre le bruit en ralentissant ie temps de réponse du spectromètre.

Lorsque la constante de temps augmente, le niveau de bruit s'abaisse. Si la constante de temps
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choisie est trop longue par rapport à la vitesse de balayage, le signal RPE peut être distordu ou

même filtré. Le temps nécessaire à I'acquisition d'une raie RPE doit être dix fois plus long que

la constante de temps (Ikeya, 1993).

C.2.4 Nombre de scans

L'accumulation de n mesures successives permet d'améliorer le rapport signal sur bruit.

L'accroissement du signal est proportionnel à n alors que le bruit est proportionnel à la racine

de n. Le rapport signal sur bruit est alors proportionnel à { n . Par conséquent le rapport signal

sur bruit peut être amélioré en augmentant le nombre de mesures successives ou nombre de

scans.

D. SPECTROSCOPIE RPE PULSEE : ESEEM ET HYSCORE

Au cours de ce fiavail de thèse, nous avons été amenés à utiliser des techniques de RPF.

pulsée pour mieux comprendre la nature des signaux mesurés en spectroscopie en onde

continue. En spectroscopie en onde continue, la composante magnétique de la micro-onde,

B1, a une amplitude qui ne varie pas au cours du temps, ce qui correspond à un état

stationnaire d'interaction entre la micro-onde et les spins électroniques. Dans ce cas, c'est la

mesure des transitions énergétiques qui est étudiée et qui permet d'identifier les espèces

paramagnétiques mesurées. Cependant, cette technique ne permet pas, du fait de son manque

de résolution d'étudier toutes les interactions présentes dans ie signal, notamment dans le cas

des raies inhomogènes liées à la présence de couplage hyperfin avec des valeurs de couplage

inférieures à la largeur des raies considérées. La RPE pulsée, notamment les techniques dites

à écho de spin (Electron Spin Echo), permettent d'étudier ces interactions car l'intensité de

l'écho de spin est modulée par l'interaction hyperfine et en particulier par sa composante

anisotrope.

Dans le cas de la RPE pulsée, I'onde électromagnétique est envoyée sous forme d'impulsions

intenses et brèves (temps d'impulsion court devant les temps de relaxation Tr et T2). Comme

nous l'avons vu précédemment, ces impulsions modif,rent l'orientation de l'aimantation, qui

en l'absence de perturbations supplémentaires revient à son orientation d'origine (relaxation).

Ce phénomène de relaxation peut être mesuré au cours du temps. C'est cette mesure qui

constitue le principe de base de la RPE pulsée. Selon la composante de l'aimantation qui est

mesurée, il est possible d'obtenir plusieurs types d'information sur ie système mesuré.

La mesure de la relaxation de la composante Mz permet par exemple d'estimer le temps de

relaxation T1. Le retour à l'équilibre thermique du système, donc de la composante Mz à sa

valeur initiale se fait par la relaxation spin-réseau ou longitudinale, caractérisé par le temps T1

(cf g B.a). Le temps de relaxation T1 a été estimé à l'aide de la méthode dite d'inversion

récupération. La séquence et le principe de cette méthode est donnée en Annexe II.

La mesure de l'aimantation dans le plan XY, permet d'avoir accès à d'autres types

d'informations. Avant perturbation, les composantes de l'aimantation dans ce plan (MX et
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MY) sont nulles. Comme la direction de l'aimantation (initialement orientée selon Z) est

perturbée par le pulse, les composantes Mx et My ne sont donc plus nulles et la fréquence de

précession des spins est modifiée. Le phénomène de relaxation des composantes transverses

(Mx et My) est gouverné par le temps de relaxation Tz modulé par les interactions des spins

électroniques considérés avec les spins environnants, notamment les spins nucléaires. De

manière pratique, il n'est pas possible de mesurer directement le temps Tz. C'est le temps de

mémoire de phase Tp1 eui est estimé. Trr¿ est une constante de temps caractéristique de la perte

du déphasage des spins et qui dépend de Tr et T2. Lorsque le temps T1 est très supérieur au

temps T2, alors on peut considérer que T¡a est égal à Tz. La mesure et l'analyse de la

décroissance de ces composantes permettent de calculer le temps T¡a, mais également

d'obtenir des informations sur l'environnement des spins et donc sur les couplages hyperfins

avec les atomes environnants.

Pour des raisons pratiques de mesure, la mesure des composantes de l'aimantation dans ie

plan XY se fait après une série de plusieurs pulses qui vise à générer un écho comme le

montre la Figure Ii.14. Ces séquences ont été définies par Hahn (1950) initialement pour la

résonance magnétique nucléaire. La mesure du temps T¡a est basée sur une séquence de

mesure à écho de spin (Can &. Purcell, 1954). Cette méthode est également détaillée en

Annexe II.
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Figure 11.14 ; Obtention d'un écho. La première impulsion permet de faire basculer

I'aimantation initialement orientée parallèlement à Z dans le plan transverse XY, soit d'un
angle tr/2. Dans le temps rentre les deux impulsions, les spins précessent selon leur propre

fréquence. L'application du deuxième pulse orient,ée selon I'axe X qui permet de faire
basculer le moment magn,étique des spins d'un angle r dans le plan XY permet de reþcaliser

les spins sur I'un des axes qui permet d'obtenir un ëcho.

Lorsque le temps r augmente, les spins sont de plus en plus défocalisés, du fait de leur

fréquence de précession propre et donc l'intensité de l'écho décroit. Leur fréquence de

précessinn est notamment moclifiée par I'interaction hyperfine des noyaux environnants. De

ce fait,la décroissance de l'écho en fonction de r est modulée par f interaction hyperfine.
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L'analyse de cette modulation de l'écho permet de déterminer les fréquences nucléaires des

noyaux responsables de l'interaction hyperfine, comme le montre la Figure II.i5.
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Figure 11.15 : Détermination des fréquences nucléaires de modulation à partir de la mesure

de la décroissance de l'écho de spin enfonction du temps .r : la partie de la décroissance

modulée par les interactions est obtenue par soustraction de la ligne de base (partie non

modulée), le spectre enfréquence est ensuite obtenu par transformée de Fourier.

Ce type d'expérience à écho de spin est communément dénommé par I'abréviation ESEEM

pour ( Electron Spin Echo Envelope Modulation >>. Les expériences ESEEM comportent

généraiement de deux à quatre pulses. La Figure II.16 donne la séquence de pulse utilisée lors

d'une expérience à quatre pulses (ESEEM-4P). il est également possible de faire varier les

délais Ta et Tr de manière indépendante. Ce type d'expérience est appelée HYSCORE pour

< Hyperfine Sublevel CORElation spectroscopy ). Cette technique permet d'avoir accès, en

plus des fréquences de modulation, aux valeurs de couplages hyperfins et de déterminer les

différentes composantes de cette interaction (isotrope, dipolaire et quadripolaire).

:¡lf ?, lrÍZ nf ?. Ee hs

"[ T ð̂ Tb

Figure ILI6 ; Séquence des pulses utilisée lors de l'expérience de type ESEEM-4P pour
To:Tt et HYSCORE lorsque To et T6 varie de manière indépendante.

Parmi toutes les mesures réalisées en RPE pulsée dans le cadre du travail de thèse, seules les

mesures HYSCORE ont été reportées. Cette technique a permis de valider certaines

hypothèses quant à la localisation des spins électroniques et à leurs interactions hyperfines

supposées d'après l'analyse des spectres obtenus en onde continue.
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E. PRINCIPE GENERAL DE LA DOSIMETRIE DES

RAYONNEMENTS IONISANTS PAR RPE

La dosimétrie des rayonnements ionisants vise à déterminer la quantité d'énergie absorbée ou

transmise dans un matériau de volume et de masse définie. De nombreuses techniques de

mesure, de calcul ou de simulation sont utilisées selon les besoins. Les principes de la

dosimétrie par spectroscopie RPE ont été posés dès le milieu des années cinquante

(Combrisson, 1954 ; Uebersfeld, 1956). Les differents processus d'interaction entre un

rayonnement ionisant et la matière induisent le désappariement d'électrons. Ainsi peuvent être

formés des défauts, des ions ou des radicaux libres. Ces espèces primaires ne sont pas toujours

stables et mesurabies, et parfois peuvent réagir pour former, suite à des réactions plus ou

moins complexes, d'autres espèces parumagnétiques plus stables qui sont elles mesurables et

quantifiables. La quantité d'espèces créés par 100 eV défini le rendement radiolytique G. Le

principe de la dosimétrie RPE repose sur la fait que l'on peut établir une relation entre le

nombre d'espèces paramagnétiques radio-induites et l'énergie absorbée dans un volume de

matériau donné, ce qui revient à déterminer le rendement radiolytique lorsque les espèces

radiolytiques (initialement formées par l'interaction des rayonnements ionisants) sont

suffisamment stables pour être mesurées et quantifiées. Selon le type de matériau et les

conditions d'irradiation et de mesure, ce sont parfois les espèces secondaires qui sont dosées'

Lorsque la relation entre ces deux paramètres est établie, il est ensuite possible en théorie de

déterminer à partir du dosage d'une espèce paramagnétique donnée,I'énergie absorbée par le

matériau, c'est-à-dire la dose. La dose absorbée est la quantité d'énergie absorbée par unité de

masse dans un matériau donné. Elle est exprimée en J.kg-l ou en Gy.

De manière pratique, en dosimétrie, le dosage absolu des espèces paramagnétiques radio-

induites n'est pas réalisé. La quantité d'espèces paramagnétiques est proportionnelle à la

quantité d'énergie absorbée, et donc également à l'intensité du signal RPE mesuré La dose est

ainsi généralement directement reliée à l'amplitude du signal radio-induit, parce que

directement mesurable sur un spectre RPE en onde continue. Comme nous le détaillerons

dans le paragraphe suivant, la conversion de I'amplitude du signal en termes de dose absorbée

est réalisée généralement soit par des courbes d'étalonnage, soit pat la méthode des ajouts

dosés.
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F. DESCRIPTION DE LA METHODOLOGIE DES TESTS
POUR ETABLIR UN PROTOCOLE D'ESTIMATION DES
DOSES

L'étude d'un matériau donné pour des applications en dosimétrie nécessite plusieurs étapes :

. Optimisation de la préparation des échantillons

o Optimisation des paramètres de mesure

o Etude du signal

o Identification de l'origine des signaux (intrinsèques, parasites, mécano-induits,

radio-induits)

o Analyse du signal dosimétrique

o Perte ou gain de signal avec le temps après irradiation (fading)

o Reproductibilité de la mesure

o Influence des paramètres extérieurs (températrfie, humidité, etc.)

. Définition du protocole de mesure

o Etude de la réponse en dose

o Détermination de la méthode d'évaluation de la dose : étalonnage, limite de détection

et incertitudes associées

F.1 Prtípørøtion des échuntillons

Selon le type d'échantillon, une phase de préparation est requise avant la mesure. Pour chaque

type d'échantillon un protocole de préparation doit donc être établi ; nettoyage et traitement

chimique si nécessaire ou optimisation de la granulométrie par exemple. L'influence des

differentes étapes de préparation sur la mesure de l'échantillon doit être évaluée.

F.2 Optìmisution des parumètres de mesure

Les principaux paramètres à optimiser sont la puissance micro-onde et l'amplitude de la

moclulation. La puissance micro-onde optimale correspond à la puissance maximale du

domaine de linéarité de la fonction représentant l'amplitude du signal RPE en fonction de la

racine carcée de la puissance micro-onde. Cependant, lorsque plusieurs signaux se

superposent, il peut être intéressant de saturer l'un des signaux pour mesurer de manière

sélective le signal d'intérêt. Parfois, à la puissance optimale, des raies parasites peuvent

apparuîte, ce qui a pour effet de distorclre la ligne de base, ce qui est préjucliciable lorsque le

signal doit subir une déconvolution. Il faut également prendre en compte, dans f intensité du

signal dosimétrique, les composantes non radio-induites, ce qui induit une elreur

systématique.
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Pour la modulation d'amplitude, le meilleur compromis selon V/eil et al. (1994) consiste à

fixer une valeur d'amplitude de modulation 4 ou 5 fois inférieure à ia valeur pour laquelle

l'intensité du signal est maximale. La valeur de ia modulation d'amplitude optimale peut être

également fixée comme celle donnant le signal le plus intense sans élargissement des pics

RPE. La valeur de la modulation dépend également des informations recherchées dans le

spectre, par exemple, une valeur élevée ne permettra pas de déconvoluer correctement des

raies proches.

F.3 Etude du signal

F.3.1 Analyse du signal dosimétrique

Differentes méthodes sont utilisées porir définir l'intensité du signal. La plus courante consiste

à mesurer l'amplitude pic à pic des signaux comme le montre la Figure II.l7.
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Figure IL17 : Exemple de mesure d'intensité du signal par la méthode dite de l'amplitude
< pic à pic > ou ApP.

Une autre méthode consiste à mesurer I'intégrale cle la région d'intérêt du spectre RPE. Cette

méthode présente l'inconvénient par rapport à la précédente d'être sensible aux variations de

la ligne de base du spectre dans le domaine des faibles doses.

Le signal d'intérêt, notamment pour les doses les plus faibles, peut être masqué par d'autres

signaux sans intérêt dosimétrique. Les méthodes de déconvolution du signal ou d'ajouts dosés

permettent selon le cas d'estimer f intensité du signal RPE.

ß.3.2 Stabilité du signal

Généralement, la forme et l'intensité du signal RPE après irradiation évoluent au cours du

temps. Cette caractéristique est liée à la durée de vie des radicaux ou à leur recombinaison. En

dosimétrie, seuls les signaux présentant à température ambiante une stabilité suffisante pour
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être mesurés dans un délai raisonnable après irradiation peuvent ôtre considérés. Ainsi, il est

nécessaire pour chaque matériau d'étudier la stabilité du signal en fonction de paramètres tels

que la température ou i'humidité afin de déterminer le délai dans lequel le signal peut être

mesuré.

Dans un nombre limité de matériaux, les temps de demi-vie des espèces radio-induites sont

extrêmement longs. Ainsi dans I'hydroxyapatite, les temps de demi-vie des espèces radio-

induites sont de I'ordre de 107 années (Ikeya, 1993). Dans la plupart des cas, les signaux

radio-induits sont instables à température ambiante. Ainsi, par exemple, on observe une perte

de signal de l'ordre 50Yo en 48 heures pour les phanères (Dalgarno et al., 1989). Pour le

mannose, par exemple, on observe une augmentation du signal dosimétrique et une

diminution du signal parasite avec une quantité constante de radicaux libres. Le chauffage de

certains échantillons permet d'activer la transformation des radicaux et donc d'éliminer les

espèces instables lorsque la température et la durée de chauffage sont choisies de manière

adéquate (Bartlett, I9S2). L'effet de la température est étudié par différents schémas

expérimentaux. La variation du signal au cours du temps peut être étudiée pour différentes

températures de stockage (traitements thermiques isothermes). Si le signal considéré décroît et

que ce phénomène de décroissance est uniquement lié à la température, il est possible à partir

de la détermination des constantes de décroissance pour chaque température de stockage

d'estimer l'énergie d'activation de la réaction étudiée. Des traitements thermiques isochrones

permettent également d'obtenir des informations quant à la stabilité du signal. L'échantillon

est chauffe à des températures croissantes pendant un intervalle de temps fixe, une mesure

RPE étant réalisée à température ambiante après chaque palier de température. Les données

ainsi acquises permettent de définir par exemple la température optimale pour éliminer un

signal.

F.3.3 Isotropie

Certains échantillons anisotropes peuvent présenter, du fait de l'anisotropie du facteur g, une

dépendance angulaire de l'amplitude du signal. En effet, ies ions et les atomes constituant le

réseau cristallin engendrent au niveau de f ion paramagnétique un champ électrostatique

intense appelé champ cristallin, qui se superpose au champ externe. Si par exemple un ion

paramagnétique occupe un site de symétrie non cubique, ia perturbation due au champ

cristallin non-symétrique induit la dépendance du facteur g par rapport aux orientations

relatives du site considéré et du champ magnétique externe. Il est donc nécessaire pour

l'établissement d'un protocole de mesure d'étudier la fonction angulaire du signal étudié.

F.3.4 Influence des paramètres extérieurs

Les principaux paramètres extérieurs connus sont le taux d'humidité, la température et

l'exposition aux Jayonnements ultra-violets. L'effet de ces différents paramètres peut être

significatif selon le type de matériau, tant au niveau du stockage avant et après irradiation
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qu'au moment de l'irradiation et de la formation des radicaux ou de la mesure de

|'échantillon. L'influence de ces paramètres sur le résultat final doit être autant que possible

quantifiée afin de définir un protocole expérimental de mesure et d'éventuels facteurs de

correction lorsque les conditions expérimentales sont modifiées.

F.4 Réponse en fonction de Ia dose

Quelle que soit la méthode utilisée pour évaluer la dose absorbée, il est indispensable de

connaître le comportement du signal en fonction de la dose. Dans la plupart des matériaux

courammsnt utilisés en dosimétrie, les réponses sont linéaires, du moins dans des intervalles

de doses relativement étendus. Cependant, ce type de comportement n'est pas universel et la

réponse du signal considéré en fonction de la dose n'est pas toujours linéaire. Des

phénomènes de saturation peuvent être à l'origine de ces courbes non linéaires. Le signal

mesuré peut être également la somme de signaux qu'il n'est pas possible de discriminer et qui

réagissent différemment avec la dose. Enfin, la compétition entre différents types de réactions

avec des cinétiques différentes peut également être à l'origine de ces phénomènes non

linéaires. I1 faut également ajouter que la réponse en dose peut être affectée par différents

paramètres, telie que la température au moment de l'irradiation par exemple ou encore la

présence ou l'absence de lumière lorsque des réactions photo-stimulables sont mises en jeu. Il

convient donc d'identifier les paramètres influant sur la réponse en fonction de la dose et

d'étudier de manière détaillée leur effet.

F.5 Evuluation de lø dose

Deux méthodes sont principalement utilisées pour estimer la dose absorbée dans les matériaux

étudiés ; la méthode dite des ajouts dosés d'une part et l'utilisation d'une courbe d'étalonnage

prédéfinie d'autre part. Le choix de la méthode d'évaluation dépend notamment du type

d'échantillon, des moyens d'irradiation à disposition, du délai imparti pour estimer la dose et

du niveau d'incertitude accepté.

F.5.1 Méthode des ajouts dosés

La méthode des ajouts dosés consiste à post-inadier l'échantillon à des doses connues et à

mesurer le signal après chaque irradiation Q.{euilly et CETAMA, 1998). On construit ainsi

une courbe d'étalonnage propre à l'échantillon mesuré qui permet de déterminer la dose

initiale en calculant I'intersection de la courbe avec l'axe des doses (Fig. IL18). Cette

méthode ne s'applique qu'aux échantillons possédant des signaux stables dans ie temps. On

s'affranchit ainsi des éventuels problèmes de dispersion de la sensibilité entre échantillons.

Cette méthode est coûteuse en temps de mesure et nécessite de plus d'avoir à disposition des

moyens d' irradiation adaptés.

On peut ia considérer conlme une méthode de mesure destructive, f information initiale sur la

dose étant perdue. C'est certes la méthode la plus précise mais les délais de réponse sont
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importants (de l'ordre de plusieurs jours), même s'il est possible de réduire le nombre de post-

irradiations en optimisant la valeur des ajouts dosés (Chumak et al., 1996 ; Hayes et al., 1997 ;

Nagy,2000).

La Figure II.18 illustre un cas concret, traité au laboratoire, de détermination de la dose sur

quelques dizaines de milligrammes d'os prélevés sur la côte d'une personne inadiée

accidentellement en Géorgie en 2001,

Y = 99,126 (1,681fX+1208,093 (¿14,975)

D .=12.19 Gv
tñI

_t^ 20 40 80

Dose ajoutée (Gy)

Figure IL IB : Exemple de détermination de la dose absorbée sur un os humain
(accident de Lia, Georgie 2001) par la méthode des ajouts dosés

Haskell et al. (2000) proposent une méthode alternative, en in"adiant à une forte dose un

aliquote de l'échantillon à mesurer afin de déterminer sa sensibilité intrinsèque. Cette

méthode présente I'avantage d'ôtre rapide et en partie non destructive, mais nécessite

l'utilisation d'un facteur de correction lié au profil de rendement de la cavité pour la mesure

de faibles masses. De plus, elie ne s'applique qu'à des échantillons faiblement irradiés ou à

des matériaux ayant un domaine de linéarité étendu.

Pour les échantillons présentant un signal instable (généralement une décroissance), il est

également possible par post-irradiation d'estimer la dose reçue, mais la méthode utilisée varie

sensiblement. Pour estimer la dose sur un échantillon, il est nécessaire dans un premier temps

de déterminer la fonction de perte de signal en fonction du temps, qui est généralement

dépendant de la température.

Dans un deuxième temps, l'échantillon est irradié de nouveau à une dose connue permettant

ainsi d'obtenir une relation dose-signal en fonction du temps écoulé depuis l'irradiation. Si

l'on connaît avec suffisamment de précision la date d'irradiation et la température de

stockage, il est alors possible d'estimer la dose reçue au cours de f irradiation.
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F.5.2 Courbe d'étalonnage

La méthode qui consiste à établir une courbe d'étalonnage présentel'avantage d'être rapide et

non destructive, mais nécessite pour sa construction la prise en compte d'un certain nombre

de facteurs. Des échantillons sont irradiés à des doses prédéfinies afin de construire la courbe

de la réponse en fonction de la dose pour un type d'échantillon. Le nombre de doses

nécessaires dépend du type de courbe. Pour une réponse linéaire, 4 à 5 doses suffisent à

établir les coefficients d'étalonnage (IAEA, 2002). Afin d'adapter le nombre d'échantillons à

irradier à chaque dose prédéfinie, il est nécessaire de connaître la dispersion de la sensibilité

intrinsèque du type d'échantillon mesuré. Il est également nécessaire de s'assurer que les

échantillons choisis sont représentatifs, en termes de sensibilité, des échantillons couramment

mesurés. Ce facteur pris en compte dans le calcul d'erreur augmente la valeur finale de

l'incertitude par rapport àlaméthode précédente. Comme pour la méthode des ajouts dosés, il
est nécessaire de prendre en compte le signal initial de chaque échantillon et les éventuels

signaux parasites provenant de la cavité résonante ou du tube porte échantillon (IAEA, 2002).

Dans certains cas, l'évaluation des faibles doses peut être complexe, notamment par Ia

présence de signaux parasites masquant le signal radio-induit. Dans ce cas, si la déconvolution

des signaux n'est pas possible, les deux méthodes précédentes peuvent être combinées (Khan

et al., 2003). Un ajout de dose significatif est réalisé sur l'échantillon permettant alors

l'évaluation de l'intensité du signal. La dose totale est ensuite évaluée à l'aide d'une courbe

d'étalonnage prédéfinie. La dose ajoutée sur l'échantillon est ensuite soustraite afin de

déterminer la dose initiale.

F.5.3 Limite de détection

La limite de détection (LD) est estimée à partir de la variation d'amplitude du signal de trois

échantillons non irradiés. La limite de détection est donnée par l'Equationll2T d'après Cunie

(Currie, 1999). Un coefficient k égal à 3 est généralement recommandé (Cunie et aL, 1999).

LD: k*ou,onrx a EquationII.2T

âV€c osl¿¡1ç : l'écart-type sur I'amplitude de trois échantillons non in'adiées, a : 1e coefficient

d'étalonnage signal-dose, k : le coefficient de niveau de confiance.

F.5.4 Incertitudes associées aux mesures

Afin de déterminer l'incertitude finale sur l'évaluation de la dose absorbée, il est nécessaire

d'estimer les incertitudes associées aux differentes étapes de l'évaluation de la dose. Ainsi on

distingue les incertitudes liées au fading du signal, à la préparation de l'échantillon, à la

mesure RPE, à l'analyse du signal, à l'étalonnage. L'incertitude finale étantla composée de

ces differentes sources selon 1'Equation II.28.
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a?o,ot = oloo*, + ozpraporo,ion * o'r"rur" * õzo*lyu + oî,obnnogu Equation IL28

La méthode de préparation de l'échantillon peut modifier la concentration de spins dans

l'échantillon. L'influence de ce facteur sur l'incertitude finale est généralement mal

quantifiée. Pour l'émail dentaire par exemple, elle est estimée à10% (IAEA, 2002).

L'incertitude sur la mesure proprement dite est la composée des incertitudes dues au

positionnement de l'échantillon, àla stabilité du spectromètre, à la reproductibilité qui prend

en compte l'anisotropie de l'échantillon, à I'amplitude du bruit de fond de la cavité avec ou

sans tube, à la mesure de la masse de l'échantillon, au facteur de correction en masse lié au

profil de rendement de la cavité.

L'incertitude liée à ta stabilité du spectromètre peut en pratique être améliorée par l'utilisation

d'un étalon interne, qui permet de s'affranchir des dérives de la sensibilité du spectromètre.

L'amplitude du signal étudié est normalisée par l'intensité des raies d'un étalon interne fixé

de manière permanente dans la cavité.

L'incertitude due à l'analyse du signal est diffrcilement quantifiable, d'autant plus qu'il est

souvent délicat de soustraire le bruit de fond du signal (AIEA, 2002).

Les méthodes d'estimation des incertitudes sur les paramètres d'étalonnage sont

classiquement basées sur des méthodes de régression pondérées par les incertitudes des points

de mesure Q'{euilly et CETAMA, i998).

G. DESCRIPTION DES MOYENS D'IRRADIATION
Dans le cadre de ce travail, les irradiations ont été réalisées sur les installations de référence

de I'IRSN. Il s'agissait de sources émettrices de photons gamma de 60Co (E^or"n:1,25 MeV)

et de l37Cs (E*or.n:0,66 MeV). Nous n'avons pas étudié la réponse du signal dosimétrique en

fonction de la nature (photon, neutron, électron) ou de l'énergie du rayonnement incident. De

manière générale, les matériaux utilisés en dosimétrie présentant des rendements radiolytiques

très différents selon le type de particules ou de rayonnement utilisé et selon l'énergie de ce

rayonnement. Les rendements radiolytiques peuvent être très différents selon que les

rayonnements sont directement ou indirectement ionisants et également selon le type

d'interaction considéré. De manière générale, pour les matériaux considérés en RPE, les

rendements associés aux neutrons sont bien inférieurs à ceux des photons ou des électrons

(Hervé et aL,2006 ; Trompier et a1.,2008). Pour un même type de rayonnement, la variation

en fonction de l'énergie est liée au fait que l'énergie délivrée dans un matériau donné est

exprinrée en tennes de dose absorbée dans urr matériau de réference (air, eau ou tissu). Or les

matériaux étudiés, (par exemple émail dentaire, tissus osseux, sucres, etc.) ne sont pas

équivalents aux matériaux de référence du point de vue de I'interaction des rayonnements et

du dépôt d'énergie associé, et cette non-équivalence est dépendante de l'énergie du

rayonnement incident.
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H.DESCRIPTION DES ONGLES ET ETAT DE L'ART EN
DOSIMETRIE

H.l Description histologique des ongles

Les ongles, coÍtme le système pileux, sont définis colnme des annexes de l'épiderme. Ils sont

cies productions épithéliales très complexes qui se développent grâce à une coliaboration entre

le derme et l'épiderme aboutissant, par I'assemblage de fibres de kératine, à la formation d'une

corne (ou cornéocyte) très résistante formant le plateau unguéal (Fig. II.i8). Comme

l'ensemble des cellules épithéliales de l'organisme þeau, intestin, muqueuse, etc.) les ongles

contiennent des protéines à base de kératine. La croissance de l'ongle se fait par prolifération

et différentiation de l'épithélium de la matrice de I'ongle, également appelé racine. Les ongles

poussent de manière ininterrompue en moyenne de 1 mm par semaine pour ies mains et de

0,25 mmpour les pieds. La kératine est produite par les keranitocytes localisés dans la matrice

de l'ongle (Fig. II.i9).
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Figure 11.19 ; Représentation schématique des dffirentes parties anatomiques d'un ongle

normal. I) bourrelet unguëal, 2) racine, 3) limbe, 3a éponychium ou cuticule, 3b lunule, 3c

bord libre, 4 plateau unguéal, 5) matrice unguéale, 6a) cuticule, 6b) lunule, 7) lit unguéal, 8)

hyponychium,9) derme.

Les ongles présentent une structure complexe, composée par l'empiiement de trois couches

histologiques (Fig. II.20) : la couche dorsale, 1a couche intermédiaire et la couche ventrale

(Atchen, 1963). La couche dorsale (environ lo de l'épaisseur) est produite par la partie

proximale de la matrice (matrice dorsale) (Lewis, 1954; Dawber, 1980), la couche

intermédiaire (213 de l'épaisseur) par la partie distale de la matrice (matrice intermédiaire) et

la parlie ventrale, la plus fine, par le lit de l'ongle (Johnston & Shuster, 1993). Dans la partie

intermédiaire de l'ongle, les fibres de kératine sont organisées parallèlement à la surface, avec

une orientation parfaitement perpendiculaire à la direction de pousse de l'ongle comme le

montrent les Figure II.20 et II.21 (Garson et a1., 2000; Farran et a1.,2009).
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Dans les deux couches externes de I'ongle, les fibres sont également disposées parallèlement

à la surface de l'ongle mais avec une orientation moins marquée dans ce plan (Fig. 1I.20 et

II.2I). Les fibres sont préférentiellement orientées parallèlement à l'axe de pousse dans la

partie dorsale et perpendiculairement dans la partie ventrale. Cette organisation confere à

l'ongle des propriétés mécaniques exceptionnelles (Garson et a1., 2000 ; Farran et a1.,2009).

L'orientation des f,rbres dans la partie intermédiaire permet d'orienter préférentiellement les

fissures latéralement plutôt que vers la matrice de l'ongle (Farren et a1.,2004). Les couches

externes qui enveloppent la parlie intermédiaire jusque sur les bords, protègent la partie

intermédiaire et empêchent l'apparition de fissures aux bords. Il est à noter que les cellules de

kératine sont plus épaisses dans la partie intermédiaire de l'ongle (5,5 pm) que dans la partie

dorsale (2,2 pm). Dans la partie ventrale, les cellules sont beaucoup moins liées et contiennent

encore du matériei nucléaire (Garson et al.,2000).

iìil

rl,)

c)

Figure 11.20 . Représentation schématique des ongles humains montrant la structure
multicouches. (a) couche dorsale, þ) couche intermédiaire, (c) couche ventrale.
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Figure IL21 . Image de microscopie électronique de la tranche d'un ongle fracturé (Farren et
al., 2004).
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H.2 Biochimie des ongles

La kératine ne constitue pas une entité chimiquement et physiquement définie. En effet, il
existe différents types de kératine qui se différencient les unes des autres par leur composition

en acides aminés et par l'abondance des chaînes latérales à l'origine du comportement

mécanique de I'ensemble. La kératine, tout comme le collagène et l'élastine, sont des

scléroprotéines, c'est-à-dire des protéines insolubles dans l'eau froide même en présence de

sels, d'acides ou de bases dilués. La kératine formée dans la matrice est composée d'exo-

kératine de type I et II. Ces exo-kératines sont des a-kératines que l'on retrouve dans le

règne animal principalement chez les mammiferes, tant dans les systèmes pileux (cheveux,

poils, laine, etc.) que dans ies organes cornés (sabots, cornes, etc.). Les B-kératines sont, quant

à elles, associés aux reptiles et aux oiseaux þlumes, carapaces, etc.) ; on les trouve également

dans la soie.

Les exo-kératines de type I et II sont de longues chaînes polypeptidiques en hélice cr,

respectivement acides (type I) et basiques ou neutres (types II), constituées d'environ 3i0

acides aminés, on peut donc parler de protéines. La kératine contient 15 acides aminés

differents (Greaves & Moll, 1976; Saas et a1.,2004). Les acides aminés les plus présents dans

les ongles sont l'acide glutamique, la serine, la cystéine, la leucine, l'acide aspartique, la

glycine, I'arginine, la proline, la thréonine, I'alanine et la valine (Greaves & Moll, 1976 ; Saas

et al., 2004). La structure de la chaîne peptidique, c'est-à-dire la séquence des amino-acides

réunis par des liaisons peptidiques covalentes (Fig.II.22), représente la structure primaire de

ia kératine (Atsbury, 1933).
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Figure IL22 : formation d'une liaison peptidique entre deux acides amin,és (alønine et serine.)

Du fait de la présence répétée du groupe amide -CO-NH- dans la chaîne peptidique qui

s'élabore dans ie kératinocfie, on peut considérer 1a kératine cofitme un polymère, et plus

exactement comme un polyamide naturel. La forme en hélice est induite par des liaisons
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hydrogènes entre les groupements C:O et N-H qui sont porteurs de charges électriques

opposées (Fig. II.23). Le groupe carbonyle C:O du résidu i est en liaison hydrogène avec le

groupe N-H du résidu i+4 (Fig. 1I.24). De la répétition du motif amide, il résulte la formation

d'un macro-dipôle avec une demi-charge à chaque extrémité.
ô-

q''
ô+

C
C ô+

O[

Figure 11.23 : Polarisation du groupe motif amide

Figure IL24 : Représentation des liaisons hydrogènes de la chaîne principale de l'hélice.

Une chaîne polypeptidique de kératine se termine avec un groupement libre amine à une

extrémité Q.{-terminale) et un groupement carboxylate (C-terminale ou carboxy -terminale) à

l'autre extrémité. Les exo-kératines de type i (acide) et II (basique) s'enroulent l'une autour

de l'autre pour former des hétérodimères acido-basiques. L'assemblage des dimères (type I

acide + type II basique) forment des protofilaments qui, agglomérés, forment des

microfibrilles ou filaments intermédiaires (Fig. IL25). Les terminaisons des chaînes de

kératine n'étant pas complètement pourvues en hydrogène, elles sont chargées respectivement

positivement et négativement, ce qui permet de lier les dimères entre eux en associant les

terminaisons N avec les terminaisons C et de former les protofilaments (Fig. II.25). Ces

microfibrilles sont agrégés en paquets denses de 70-100 Å de diamètre insérés dans une

substance amorphe, sorte de cément interfibrillaire, composée de mucopolysaccharides

neutres (Achten, 1963 ; Caputo et a1.,1982).
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Hétérodimère

b)

Prohfilament Micnfibrille

(c)(b)

N-terminale

C-terminale

Figure tt.25: Représentat¡on schématique des hétérodiméres, protof¡laments et microfibrilles

constituants I'architecture de l'ongle. (D. Boet et J.G. Boet, 2005)

En plus des liaisons entre les terminaisons, les chaînes polypeptidiques sont unies entre elles

par des liaisons secondaires (ponts) qui assurent la rigidité et la solidité de l'ensemble.

On distingue :

o les ponts disulfures qui s'établissent entre deux fonctions thiol de cystéines (acide

aminé contenant du soufre), ces liaisons formées par covalence sont les plus solides et

donc les pius stables,

o les liaisons hydrogènes qui résultent d'une mise en coÍrmun d'un atome d'hydrogène

entre deux atomes électronégatiß,

o les liaisons dites << salines >> électrovalentes ou acide-base qui s'établissent entre deux

groupes ionisés porteurs de charges opposées,

o les forces de vøn der Ll/aøls constituées par les forces attractives résiduelles iiées à la

polarisation des atomes extrêmement proches l'un de l'autre.

L'analyse des tests de Chèvremont et Frédéric (1943) et de Mac Manus (1948) appliqués aux

difÍérentes couches de l'ongle a permis de mettre en évidence des variations significatives des

différents types de liaisons précédemment citées et de la présence des mucopolysaccharides

neutres (Achten, 1963).

La partie dorsale de l'ongle présente une proportion moyenne de liaisons latérales (pont

disulfure et liaison acide base libre) et de groupements lat&aux libres, notamment de groupe
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sulfhydrile et hydroxyle (SH et OH). On note également la présence du complexe kératine-

polysaccharide par le test de MacManus.

La partie intermédiaire est plus riche en ponts disulfures (Achten, 1963; Garson et al.,

2000) et présente peu de groupement latéraux libres. Cette partie présente, d'après Jarrett and

Spearman, la plus forte concentration de cystéine (Jarrett and Spearman, 1966). Dans cette

pafüe,le test de MacManus est négatif, indiquant l'absence de polysacccharides.

La partie ventrale présente de nombreux groupements latéraux libres et de liaisons acide

base libre, les chaînes latéraies y sont par contre les moins nombreuses parmi les trois

couches. La kératine de la partie ventrale est comparable en cela à la kératine molle de

l'épiderme. Le test de MacManus est positif, plus intense que pour la partie dorsale indiquant

une teneur importante en polysaccharides. La Figure II.26 donne une représentation

schématique de la densité de liaisons SS, tel que décrit dans l'article d'Achten (Achten, 1963).

Couche dorsale

öouche intermédiaire i,.,trrh/nhil'-lr/

Couche ventrale
T J JI

Figure IL26 : Représentation schématique des liaisons SS dans les trois couches (d'après
Achten, 1963).

C'est aux liaisons par ponts disulfures qu'est attribuée principalement la solidité et la structure

de la kératine des ongles. Ces ponts disulfures peuvent se former sur une même chaîne

polypeptidique (structure tertiaire), mais également entre deux chaînes séparées (structure

quaternaire). Un pont disulfure est une liaison covalente erúre 2 atomes de soufre de la chaîne

latérale de 2 résidus cystéines (Cys) réduits. La chaîne latérale de la cystéine porte une

fonction thiol (SH) extrêmement réactive. L'oxydation de ces fonctions thiols mène à la

formation d'une liaison covalente entre les deux cystéines (Equ. II.29).

La formation d'un pont disulfure à partir de deux cystéines s'accomplit spontanément en

conditions oxydantes, en particulier en présence de dioxygène. L'oxydation des fonctions

thiols donne alors lieu à la formation de molécule d'eau. La molécule résultante de la liaison

de deux cystéines est la cystine. Les ongles contiennent également un autre acide aminé

soufré, la méthionine, qui porte un groupement méthyle supplémentaire. La méthionine est

plus hydrophobe et d'un encombrement stérique plus important que la cystéine, et également

beaucoup moins réactive. Seule, la cystéine est responsable des liaisons disulfures dans la

kératine.
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Équation 11.29

Les liaisons latérales sont beaucoup plus nombreuses dans la kératine dite dure qui compose

la couche intermédiaire que dans la kératine plus molle de la couche ventrale. Dans des tissus

kératinisés plus élastiques, tels que le collagène ou l'élastine, ces liaisons sont bien moins

nombreuses. La présence de groupements latéraux libres (principalement de type SH) évolue

de manière inverse au nombre de liaisons disulfures. La dureté des couches de kératine

augmente avec l'âge du donneur : les ongles des nourrissons sont très souples avec un nombre

de liaisons par pont disulfure relativement plus faible que dans un ongle d'adulte, l'ongle de

l'enfant présentant un nombre de liaisons intermédiaires entre le nourrisson et l'adulte.

H.3 Composition des ongles

Les ongles contiennent également une très grande variété d'éléments et de molécules, dont la

teneur est liée au régime alimentaire et à la contamination du corps humain par diverses

molécules et polluants. La teneur globale en soufre de I'ongle est d'environ 10%o en masse,

teneur similaire à celle des cheveux. L'ongle est couvert d'un film lipidique, une sécrétion

sébonhéique, de faible teneur en eatl (10%). L'eau est capable d'hydrater de manière

importante les ongles et de les ramollir. L'utilisation fréquente d'agents détergents qui

éliminent les lipides protecteurs de la surface de l'ongle, le fragilise tout en augmentant sa

capacité d'hydratation. L'écart en masse entre un ongle déshydraté et un ongle normalement

hydraté est de l'ordre de 5 à 7o/o (Trompier et al., 2009).

Les ongles sont un formidable indicateur de l'état de santé de l'organisme. A titre d'exemple,

la teneur en calcium et en magnésium des ongles a été récemment reliée à I'ãge et la densité

des os, notamment pour les problèmes d'ostéoporose (Oghitani et a1.,2005). La structure des

ongles peut également être affectée par des expositions à des facteurs envirorurementaux

comme les rayonnements ionisants par exemple. Une étude menée sur différentes populations

de mineurs de fond a ainsi montré que la baisse de la teneur en acide cystéique de l'ongle,

mesurée par RPE ou par HPLC, pouvait être corrélée à une exposition chronique au radon

pour les mineurs d'uranium (Grozdanovic & Ulbert, 1969 ; Grozdanovic & Ulbert,1970).

Les ongles sont également des indicateurs de contamination à des polluants ou produits

toxiques. Parce qu'ils accumulent un nombre important de substances (arsenic, phtalates,

plomb, mercure, cadmium, etc.), ils peuvent être également utilisés en toxicologie, tout

comme les cheveux (Jackson, 2008 ; Mehra & Juneja, 2005). Les principaux éléments
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présents àl'état de traces sont le calcium (2300 ppm4), le chlore (1300 ppm), le phosphore

(1035 ppm), le silicium (975 ppm), l'aluminium (837 ppm), le potassium (830 ppm), le

magnésium (570 ppm),le zinc (150 ppm) et le fer (128 ppm). Les concentrations d'autres

éléments tels que le chrome, le manganèse, le nickel, le cuivre, le sélénium sont de l'ordre de

quelques ppm (Olabanji et a1.,2005).

H.4 Etut de I'urt de la RPE des ongles

Sans aucune irradiation préalable, des ongles coupés présentent un spectre RPE

caractéristique présenté sur la Figure IL27.Il faut néanmoins souligner que d'après Chandra

& Symons (1937) un tel spectre n'est observable qu'après une coupe multiple d'un ongle.

Pour les auteurs, la coupe réalisée lors du prélèvement ne serait pas suffisante pour générer

un signal détectable. L'intensité du signal mesuré augmentant avec le nombre de coupes, il en

a été déduit que le signal mesuré était induit par le stress mécanique. Ce signal est désormais

nommé dans la littérature < Mechanical Induced Signai > ou MIS (Chandra & Symons,1987).

Dans leur publication, Chandra & Symons (1987) avaient identifié deux composantes (notées

Cl etC2 sur la Figure II.27) attribuées à des radicaux centrés sur le soufre. La composante C1

a une forte anisotropie de facteur g avec 9:2,06I , Ez:2$25 ; 91: 2,000 et un possible

couplage hyperfin A¡1 : 0,85 mT observable sur la composante 92.

Dans leur dernière publication sur ce sujet, Symons et al. (1995) attribuait finalement la

composante Cl à un radical de typeRS-SR'R. La valeur de la constante de couplage est

compatible avec un couplage avec un proton d'un des groupements R. La deuxième

composante (C2) était attribuée par Chandra &, Symons (1987) à un anion du type

(AS = SR)- (9n,'u":2,018).

a Partie par million
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Figure 11.27 : Spectre RPE d'un échantillon stressé m,écaniquement mesuré en bande X à 77

K (d'après Symons, 1988).

Pour Chandra&, Symons (I987),le MIS mesuré dans les ongles étaitle premier exemple de

radicaux formés à température ambiante à la suite d'un phénomène mécanique de coupe.

Jusqu'alors, seul le phénomène de broyage avait été identifré comme pouvant mener à

l'observation de radicaux formés par stress mécanique. D'après ces deux auteurs, les ponts

disulfures étant plus faibles énergétiquement que d'autres liaisons dans la structure de

kératine, notamment que les liaisons carbone soufre (C-S), c'est leur rupture qui peut être à

l'origine de la formation des radicaux soufrés détectés par spectroscopie RPE. D'après

Symons et al. (i995), le MIS 1 est stable jusqu'à 45 "C et commence à décroitre pour des

températures supérieures. Il est par ailleurs reporté qu'après un nettoyage des ongles dans

l'eau, on détecte la présence d'un unique signal RPE symétrique (giro : 2,005) et stable à

température ambiante et jusqu'à 45 "C. Symons et ai. (1995) ont postulé qu'il s'agissait d'un

signal intrinsèque à l'ongle et ont nommé ce signal < bruit de fond > (Background ou ( BG )).

Aucune espèce radica\aire n'a elté associée au < BG >>, mais il a été envisagé par ces auteurs

que cette espèce pouvait être produite lors de la constitution des chaînes de protéines (Symons

et al., lgg5). De manière surprenante, Symons et al. (1995) n'ont pas commenté I'absence du

MIS dans les échantillons d'ongles humidifiés et donc l'effet de l'eau sur la stabilité du MIS'

Les signaux RPE induits par l'exposition aux rayonnements ionisants, dénommés RIS (Radio-

Induced Signals), peuvent présenter des caractéristiques spectrales très différentes selon la

dose de rayonnement délivrée. Le spectre RPE d'échantillon irradié à très forte dose publié

par Gordy & Shield (195S) (Fig. II.28) présente également une structure principale de spectre
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de poudre avec une forte anisotropie de facteur g et des caractéristiques très similaires à celle

du MISl publié par Chandra & Symons (1987). I1 semble que cette similitude n'ait jamais été

mise en évidence ni commentée. Il faut également noter que d'autres composés soufrés

inadiés présentaient également des signatures spectrales très similaires à celles du MISI

(Henrikssen et al., 1963 ; Patten & Gordy, t964).

Figure II.2B : Spectre RPE en bande X d'un échantillon d'ongle de pied inadié àforte dose

(Gordy & Shields, 1955). Laflèche indique 9:2,000hes marques en abscisses corcespondent

à des AB de 6,8 mT.

I

3220 G
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. 50G|-*f

Figure 11.29 : Spectre RPE d'un échanîillon d'ongle irradié aux rayonnements gammas
(oCo) à temptirature ambiante pour une dose inférieure à 100 Gy ( Symons et al., 1995). Le

< BG t présente des caractëristiques spectrales identiques.

Pour les doses les plus faibles (1-100 Gy), le spectre RPE d'ongles irradiés publié par Symons

et al. (1995) Fig. II.29) présente des caractéristiques similaires à celles du < BG >, ce qui

constitue de fait un problème pour une évaluation des faibles doses, l'amplitude du < BG )
étant de l'ordre de grandeur du ceile du RIS pour des doses de quelques Gy. Pour les faibles

doses il est donc nécessaire de soustraire cette contribution pour évaluer correctement

l'amplitude du RIS. Symons et al. (1995) ont également reporté que i'amplitude du RIS

TOE NAIL

J .+H
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augmente linéairement entre 1 et 100 Gy et la limite de détection a été estimée à environ

2 Gy. A température ambiante, la décroissance complète du RiS est observée par Symons et

al. (1995) au bout d'un délai de 100 jours. D'après les mêmes auteurs, l'intensité du signal

mesuré après 100 jours correspond à celle du < BG > mesuré avant inadiation. Ainsi il semble

possible d'estimer I'amplitude du < BG > après décroissance complète du RIS.

Les espèces radicalaires liées au RIS n'ont pas été clairement identifiées. Symons et al. (1995)

ont suggéré que ce ne seraient pas les produits primaires de l'ionisation (perte d'un ou

plusieurs protons sur les groupes amides) qui sont détectés, mais le ou les produits issus de la

réaction de ces espèces.

D'après les dorurées de la littérature dont nous disposions au début de ce travail, les signaux

RPE radio-induits présentent des caractéristiques intéressantes du point de vue de la

dosimétrie :

o Le RIS semble être suffisamment intense par rapport au < BG ) pour permettre de

détecter des doses de l'ordre de 2 Gy,

o La stabilité du RIS semble être suff,rsante pour que celui-ci puisse être mesuré dans les

délais compatibles avec les scénarios d'accident,

o La relation entre l'amplitude du RIS et la dose varie linéairement sans effet de

saturation jusqu'à au moins 100 GY,

o Le < BG >> est un signal stable et son amplitude peut être estimée après décroissance

complète du RIS,

o Le MIS n'est pas détectable après une simple coupe de I'ongle, le MIS n'est donc a

priori pas un problème pour l'analyse du RIS.

Nous ve1¡ons par la suite que les données reportées par Symons et son équipe ont très

probablement été obtenues dans des conditions d'expérimentation particulières qui ne

correspondant pas aux conditions réelles ou ln vivo (Chandra &' Symons, 1987 ; Symons,

i988 ; Symons et aL., 1995). Dans des conditions expérimentales mimant les conditions in

vivo,laplupart de ces résultats ne pouvent être reproduits et les principales interprétations et

conclusions ne sont pius valides. Ainsi, la plupart des équipes travaillant actuellement sur ce

sujet se sont focalisées sur l'étude du MIS, car cefte composante a été, contrairement à ce qui

est énoncé par Symons, identifiée comme l'un des principales obstacles au développement

d'un protocole d'estimation des doses, du fait de sa présence après prélèvement (Black &

Swarts, 2010 ; Dondi et a1.,2010 ; Wilcox et al., 2010 ; He et a1.,2011). Ce problème a par

exemple motivé la mise en place d'un projet visant à développer des systèmes de mesure RPE

in vivo de l'ongle, ce qui pourrait permettre de ne mesurer que ie RIS et les éventuelles

signaux intrinsèques (He et a1.,201I)
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H.5 Conclusion sur I'utilisatíon des ongles en dosimétrie

Dans un cas concret d'accident, lorsqu'un ongle d'une victime d'irradiation peut être prélevé

et mesuré par spectroscopie RPE, trois composantes peuvent être présentes et se superposer

dans le spectre RPE: une composante radio-induite (RIS), une composante liée au stress

mécanique lors du prélèvement (MIS) et une éventuelle composante formée des signaux

intrinsèques, c'est-à-dire présents dans les ongles avant tout stress extérieur (mécanique,

radiatif)s.

Comme nous avons commencé à le mentionner, les deux dernières catégories de signaux sont

susceptibles de poser des problèmes lors de l'analyse des signaux radio-induits. De plus, il
convient de mentionner que les traitements cosmétiques appliqués aux ongles, notamment les

vernis colorés, sont susceptibles d'induire des signaux RPE parasites qui peuvent se

superposer avec les signaux d'intérêt. Préalablement à l'étude des signaux radio-induits, il
convenait donc de réaliser une étude détaillée du MIS, des signaux intrinsèques et parasites. Il
s'agissait de les identifier, de déterminer si ces signaux peuvent interférer avec le RIS et le cas

échéant de fournir des données suffrsamment complètes pour leur prise en compte dans

l'analyse du RIS ou pour définir des traitements (thermiques, chimiques, etc.) permettant de

les éliminer sélectivement. Dans cette optique, une attention particulière a été portée sur

I'influence des paramètres expérimentaux (température et humidité en particulier).

5La notion de signal intrinsèque est plus appropriée pour nommer les signaux RPE qui ne sont ni induits par

irradiati¡n ou par le stress mécanique. Cette notion est équivalente à celle de < bruit de fond > ou

< Background > utilisée par Symons.
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Chøpitre III Etudes des signøux RPE intrinsèques et parøsites de l'ongle

INTRODUCTION

D'après une précédente étude (Chandra & Symons, 1987), íI a été clairement établi que le

prélèvement d'un ongle par le biais d'une coupe génère un signal RPE lié à la rupture de

liaisons chimiques. Aussi, lorsque des ongles non irradiés sont mesurés par RPE après avoir

été prélevés, les signaux mesurés peuvent avoir deux origines : ils peuvent être soit induits

par le stress mécanique lors du prélèvement soit être intrinsèques à loongle, c'est-à-dire liés

à la composition de I'ongle (chapitre II) ou formés lors de la pousse de l'ongle. Dans ce

chapitre nous incluons également l'étude des signaux liés à l'application de vernis cosmétique

sur ies ongles. Si ces signaux parasites ne sont pas à proprement dit des signaux intrinsèques à

l'ongle, ils ne sont pas non plus induits par une action extérieure, prélèvement ou irradiation

par exemple.

Très peu d'études ont été menées sur les signaux RPE intrinsèques des ongles. Seul Symons

avait suggéré que la composante qu'il avait nommée < BG ) pour < Background >1 (chapitre

II) entrait dans catégorie des signaux intrinsèques, bien que son origine n'ait pas été établie

(Symons et al., i 995). Nous montrons dans les chapitres IV et V traftarrt respectivement des

signaux induits par stress mécanique (MIS) et par irradiation (RIS) qu'une partie du < BG >

tel que défini par Symons et al. (1995) est en fait induit par le stress mécanique. Si la
composante principale du < BG ) n'est pas un signal intrinsèque de l'ongle, notre étude a

cependant mis en évidence d'autres signaux RPE qui entrent dans cette catégorie. En effet,

préalablement à l'étude détaillée des signaux autour de g:2, des mesures RPE sur des

balayages de champ plus larges ont été réalisées afin de s'assurer qu'il n'y avait pas d'autres

composantes éventuellement associables au MIS ou au RIS. Ainsi, des signaux RPE

caractéristiques du Mn2* et du Fe3n ont été mis en évidence dans les ongles. Ces deux ions

métalliques présentent une configuration électronique identique (ds). Avant de décrire les

signaux RPE associés, quelques rappels seront donnés sur les ions d5.

B. RPE DE MN2* ET FE3* DANS LES ONGLES

8.1 Rappel sur les ions mtítulliques ds

Les ions Mn2* et Fe3*, dont la présence dans les ongles sera discutée dans les paragraphes

suivants, présentent une structure électronique similaire. Ces deux ions métalliques

appartiennent à la première série des éléments de transition. Ils ont la couche d incomplète,

peuplée de 5 électrons (di) et la couche 4s vide. Le spin S d'un ion de transition vautn/2, avec

n le nombre d'électrons non appariés dans l'état fondamental, dans notre cas n:5 et S: 512,

soit une multiplicité de spin égale à 25+1:6. Pour ces deux ions, le moment orbitai angulaire

4

I L'usage du terme de < bruit de fond )) ou ( Background ) (( BG > est inapproprié à la description des signaux
RPE intrinsèques aux ongles, néanmoins l'abréviation ( BG ) est conservé dans le texte pour faciliter la
compréhension du lecteur
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Chøpitre III Etudes des signaux RPE intrinsèques et parøsites de l'ongle

L vaut zéro et le moment angulaire total J:L+S vaut donc 512. Ces deux ions ont le môme

terme d'état fondamental, uSrrr. On peut trouvet les ions métalliques d, selon

l'environnement, le type de ligands ou le type de coordination avec les ligands, dans des

situations de spin fort ou faible. Pou¡ l'ion libre, les cinq orbitales sont dites dégénérées, c'est-

à-dire qu'elles ont la même énergie. Lorsqu'un élément de transition s'entoure de ligands,

f interaction électrostatique déstabilise l'ion métallique entrainant une levée de la
dégénérescence des cinq orbitales d dont l'énergie dépend aiors de ieur orientation par rapport

aux ligands. Les orbitales sont scindées énergétiquement en deux groupes (d,2, d*2-y2) et

(d*r, d,r, dy,),ladifférence d'énergie entre ces deux groupes étant appelée champ cristallin. Le

remplissage des orbitales est régi par le principe de minimisation de l'énergie du complexe

formé. Deux phénomènes entrent alors en compétition. D'une part I'interaction électrostatique

entre les électrons dont l'énergie est minimisée lorsque les électrons occupent des orbitales

differentes (cf. règle de Hund) et d'autre part I'interaction électrostatique avec les ligands qui

est minimum quand les électrons sont regroupés sur les niveaux d'énergie les plus bas. Selon

la force de f interaction avec les ligands, deux schémas sont possibles pour les ions / selon

que l'un ou I'autre des principes de remplissage des orbitales domine.

Lorsque la règle de Hund domine, donc lorsque la difference d'énergie entre les deux groupes

d'orbitales est faible, ce qui correspond au cas d'une interaction faibie avec les ligands, les

électrons se répartissent sur les cinq orbitales. Dans le cas d'une interaction forte, la

difference d'énergie entre les deux groupes orbitales étant plus importantes, les orbitales de

plus faibles énergie sont peuplées prioritairement. Le premier cas est également appelé

situation de spin fort ou haut spin (HS) et la deuxième situation de spin faible ou bas spin

(BS). Ces deux situations sont schématisées sur la Figure IIL 1.

+

+

+

î
fll+
l+

S=5i2 S=1/2

Situation de spin foft Situation de spin faible

Figure IIL L' schéma des situations de haut spin et de bas spin pour des ions d

I
îl I
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Chøpitre III Etudes des sígnøux KPE íntrinsèques et pørøsítes de l'ongle

La situation de spin fort ne se produit qu'avec les cations de la première série de transition et

dans tous les cas de complexes avec une coordination tétraédrique et parfois avec une

coordination de type octaédrique. Dans la situation de spin fort, pour les ions I (couche à

moitié remplie), l'interaction spin orbite n'a pas d'influence sur les valeurs de g (gt, Ez, gt), et

ces demiers sont tous égaux à g" (Bertrand,2010).

La situation de spin faible, si elle n'est pas propre à la première série de transition, est

observée pour ces ions lorsque la coordination dans les complexes est de type plan carré ou

octaédrique. En situation de spin faible, les ions peuvent être considérés comme possédant un

spin effectif S:I12.

Le Mn2* à l'état d'ion libre aqueux et dans la grande majorité des complexes est dans un état

de spin fort (S:5/2). Dans cet état,les structures hyperfines caractéristiques du ssMn sont bien

souvent un indicateur de la présence de manganèse. Les ions ferriques peuvent se trouver

selon le type de ligands dans des états de spin fort ou faible. Ainsi, par exemple, dans les

protéines héminiques, le fer est présent dans les deux états de spin (spin faible dans les

cytochromes).

Les paramètres D et E d'éclatement à champ nul varient selon le type de ligand ou selon

l'environnement ionique, mais il faut noter que dans le cas de Fe3*, les valeurs de ces

paramètres peuvent être très élevées et peuvent atteindre 10 cm-l. Dans le cas du Mn2*, les

valeurs les plus élevées, de l'ordre de 1 cm-l, sont trouvées dans des réseaux cristallins

lorsque Mn2* se substitue à un autre ion d'affinité équivalente.

Le phénomène d'éclatement à champ nui a une forte influence sur ie spectre RPE dans les

situations de spin fort. Les potentiels ioniques de Fe3* et Mn2* sont très differents. Fe3* ayant

un potentiel plus élevé aura tendance à avoir son propre environnement, alors que Mn2* aura

plutôt tendance à se substituer à un autre ion ayarrt des affrnités électroniques proches (c'est le

cas de Pb2* dans les verres et de Ca2* dans les protéines).

Du fait des differences notables en termes d'état de spin et des valeurs des paramètres

d'éclatement à champ nul, les spectres RPE de Fe3* et Mn2*sont donc généralement très

différents. Dans le cas du Mn'*, les valeurs de D sont reiativement faibles (D << hv) et,

comme le montre la Figure III.2, l'éclatement à champ nui génère dans des conditions

d'orientations spécifiques (chapitre II) des structures de type quintuplet. Si l'on prend

également en compte le couplage hyperfin, des spectres constitués de six quintuplets peuvent

être mesurés (Fig. III.3).
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Figure III.2 : exemple de diagramme de niveau d',lnergie d'un ion d ort, D et E <<hv
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Figure III.3 ; Spectre de Mn2* dans MgO mesur,! en bande X à température ambiante. Ce

spectre est constitué de six quintuplets.
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Chapitre III Etudes des signaux KPE intrinsèques et pørøsites de I'ongle

Dans le cas du Fe3*, les valeurs de D sont généralement très supérieures à hv. La Figure III.4

donne le diagramme correspondant aux niveaux d'énergie dans une telle situation. Comme

l'espacement entre les trois paires de niveaux d'énergie est très large, l'énergie de la micro-

onde n'est pas suffisante pour induire des transitions entre ces niveaux corrìme dans le cas du

Mn2*. Dans ce cas, seule la transition entre les niveaux r.Yz est observable, le système a un

spin effectif égale à S':Yr. La valeur de g à laquelle peut apparaître cette transition est très

variable et dépendante de la valeur du rapport l.:E/D. Au final, ces ions métalliques, bien que

présentant la même configuration électronique, présentent des spectres RPE très differents.

Ml

+5f2

4D

2D 4n

+18.

-1t2

B

Figure IIL4 ; diagramme de niveau d'énergie d'un ion ds avec D >>hv (cas du Frt*), la seule

transition observable se situe entre les nivequx r%

8.2 Signøux RPE liés uu mungunèse

Parmi ies éléments présents àl'état de traces dans ies ongles et susceptibies d'être détectés par

RPE, on trouve notamment le manganèse (Olabanji et a1.,2005). La mise en évidence de cet

ion par spectroscopie RPE est très dépendante de son état d'oxydation et du choix de la

fréquence micro-onde utilisée.

8.2.1 Données techniques et bibliographiques sur le Mn mesuré par RPE

Le manganèse aun seul isotope présent àl'étaf naturel, le 55Mn. Présent surtout dans l'état

d'oxydation 2 (Mnz*), il peut être facilement détecté par spectroscopie RPE à température

ambiante. Possédant un spin nucléaire I:5/2,le ssMn présente des structure caractéristiques

de sextuplets hyperfins (21+1:6). Pour les applications de dosimétrie avec la RPE

généralement réalisées en bande X, le Mn2* conditionné dans une matrice de MgO est souvent

-512

+312
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utilisé comme < étalon interne ot à des teneurs de I'ordre de 1014 atomes. Dans ce

conditionnement, son facteur g est de 2,0012+.0,0002 et le AB mesuré entre les raies (3) et (4)

vaut 8,69 mT (avec respectivement des facteurs g effectifs pour ces deux raies de 2,034 et

1,981)3 (Yordanov et aI. 1999). Cet étalon interne présente l'avantage d'encadrer, par les raies

3 et 4 du Mn2*, la plupart des signaux dosimétriques connus apparaissant autour de g:2. La

concentration de Mn2n est adaptée pour générer des signaux du même ordre de grandeur que

ceux mesurés en dosimétrie. Dans ces conditions, il n'est pas possible de détecter la structure

fine (Fig. III.5). Sur la Figure III.5, le signal de faible intensité présent entre les raies (3) et

(4), est également mesuré dans la cavité résonante vide. Au laboratoire, les mesures en RPE

bande X sont généralement réalisées avec un étalon de ce type, placé dans la partie basse de la

cavité. Dans les processus de déconvolution des spectres RPE, les raies (3) et (4) du Mn2*

sont généralement utilisées pour positionner les différentes composantes d'un spectre. Des

laboratoires utilisent également l'intensité des raies du Mn2*:MgO pour améliorer la

reproductibilité des mesures en normalisant l'intensité des raies dosimétriques par I'intensité

des raies du Mn2* (Yordanov et ai., 1999). Cette procédure peut être intéressante pour corriger

les résultats de mesure de l'instabilité ou de la dérive d'un spectromètre. Concemant les

données relatives aux ongles, il faut souligner que le signal RPE du manganèse n'4, à notre

connaissance, jamais été reporté dans la littérature. Néanmoins, des traces de Mn2* ont été

observées par RPE dans d'autres types de tissus kératinisés, cofiune dans la corne de sabots

d'équidé (Cope et aI., i998).
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Figure III.5 ; spectre RPE de l'étalon interne de Mn.Mg} utilisé dans la cavité en bande X,

mesuré à temp,érature ambiante avec une puissance micro'onde de 2 mW

2L'échantlllon de Mn est souvent placé dans le bas de la cavité à une position fixe, et n'est pas inclus dans

l'échantillon.
t Dans ce cas, il s'agit d'un pseudo facteur g et la notation g' est adopté pour le différencier du véritable facteur g
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8.2.2 ldentification, étude et analyse des signaux RPE liés au Mn

Pour mettre en évidence la présence de Mn dans les ongles, les mesures RPE ont

principalement été réalisées en bande Q. Selon certains auteurs, l'utilisation de fréquences

élevées (bande Q et au-delà) permet de mettre en évidence la présence du Mn2*, mais

également du Mn3o, bien souvent non détectable en bande X dans les matériaux biologiques

(Yordanov & Aleksevia, 2004; Schmidt et a1., 2002 ; Barca et al., 1997). La plus grande

sensibilité de la spectroscopie RPE à haute fréquence en serait l'explication.

C'est aussi le fait que pour les fréquences élevées, le terme de l'éclatement à champ nul

devient petit devant celui de l'énergie Zeeman. En bande X, lorsque le terme d'éclatement à

champ nul domine, le signal RPE du Mn est réparti sur une large gamme de champ,

typiquement de 90 à 360 mT. Il semble donc logique, étant donné que la plupart des études

par RPE sur les ongles ont été menées en bande X, que la présence de Mn2* dans les ongles

n'ait jamais été reportée. De plus, le fait que de nombreuses équipes utilisent le MgO:Mnz*

comme étalon interne ne facilite pas la mise en évidence du Mn présent dans les ongles.

8.2.2.1Mise en évidence du signøl RPE de Mn2* duns les ongles par
mesure en bønde Q

La Figure III.6 présente un spectre RPE d'un prélèvement d'ongle non irradié mesuré en

bande Q à température ambiante. Le spectre présenté sur la Figure III.6 est l'un des spectres

RPE mesurés en bande Q présentant les signaux RPE liés au Mn les plus intenses. En plus du

MIS, on peut noter la présence de six raies équidistantes. Sur la Figure III.6, le AB entre les

raies (3) et (4) est de 9,6 mT. Le nombre de raies et la valeur de la constante de couplage

hyperfin sont caractéristiques de la présence de manganèse. Par ailleurs, comme ce sextuplet

n'est observable ni dans les spectres de la cavité mesurée à vide ni dans celui du tube de

mesuÍe vide, on peut en déduire que c'est bien le manganèse présent dans les ongles qui est à

l'origine de ce sextuplet hyperfin.

Pour la plupart des échantillons étudiés en bande Q, le sextuplet hyperfin du manganèse est

observable, mais avec une variabilité importante sur la constante de couplage hyperfin et

l'intensité des raies des résonances. La plupart des échantilions présentent des intensités de

raies du Mn beaucoup moins intense que celle présentée sur la Figure III.6, parfois proche de

la limite de détection (Fig. IILT).
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Figure III.6 ; Spectre RPE d'un prélèvement d'ongle non irradié mesuré en bande Q à

température ambiante (øprès hydratation et séchage) à une puissance micro-onde de 2 mll.
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Figure III.7 ; Spectre RPE d'un prélèvement d'ongle irradié à 43 Gy (après humìdification et

séchage) mesuré en bande Q à température ambiante à une puissance micro-onde de 2 mW.

Sur I'ensemble des mesuÍes réalisées en bande Q, le AB entre les raies (3) et (4) varie entre

8,5 et 9,6 mT. Les échantillons ont été mesurés dans des intervalles variables après leur

humidif,rcation dans de l'eau déminéralisée. La valeur moyerme du AB d'un échantillon à

l'autre varie entre 8,9 et 9,6 mT. L'amplitude de la variation sur la valeur moyerìne ÀB est

dépendante de l'échantillon, pour certains échantillons la variation est au maximum de 0,5

mT alors que pour d'autres échantillons elle peut atteindre 1,2 mT. La valeur moyenne du AB

entre les raies (3) et (4) pour l'ensemble des échantillons mesurés est de 8,9 t 0,4 mT.
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Les échantillons présentant les sextuplets les plus intenses ont des valeurs de AB entre les

raies (3) et (a) inferieures à 9,0 mT. Pour les échantillons avec les sextuplets les moins

intenses, la valeur du AB est significativement plus élevée, de l'ordre de 9,5 mT. La valeur de

la constante de couplage hyperfin est directement reliée à f ionicité de l'environnement du

Mr'*, qu'il s'agisse d'un environnement cristallin ou de liaison dans un complexe (Abragam

& Pryce, 1953 ; van Wieringen, 1955 ; Matsumura,1959).

La Figure III.8 montre la variation de la constante de couplage hyperfin du ssMn en fonction

du degré d'ionicité du site cristallin d'après Title (1963).
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Figure IILS : Valeur de la constante de couplage hyperfin du5sMn enfonction de I'ionicité
du site cristallin (d'après Title, 1963)

La variation observée du AB entre les raies du Mn2* indique que le Mn2* est probablement

présent dans les ongles dans difTérents environnements. Les proportions relatives de chacune

des composantes du Mn2* peuvent être apparemment très différentes d'un échantillon à

l'autre. Si l'on considère que le Mn2* peut se trouver dans différents environnements avec une

possible orientation spécifique pour chaque environnement, il n'est pas su{prenant que pour

différentes positions de l'échantillon dans le champ magnétique, la constante de couplage

hyperfin puisse varier dans les proportions observées. Selon l'orientation de l'échantillon dans

le champ magnétique, les contributions respectives en termes d'intensité de signal des Mn2*

présents dans différents environnements peuvent varier de manière significative. D'un

échantillon à l'autre, ces contributions sont également très variables.

I1 n'a pas été possible de réaliser en bande Q une étude en fonction de l'orientation des

échantillons, pour tenter de calculer les différentes valeurs de constante de couplage. En effet,

r H¡go

u degréVariation
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en bande Q, il n'existe pas de dispositif goniométrique et il est donc difficile de relier de

manière précise la position et I'orientation de l'échantillon avec les écarts observés sur le Â8.

Les mesures réølisées en bønde Q ont permis de mettre en évidence lø présence de Mn2*

døns les ongles. (lne vøriabílité ímportante de lu vøleur de constønte de couplage hyperJín

entre les dffirents échantillons mesur¿ís ø été observée. Cette vøriabilité indique que le

Mn2* est probøblement présent dans des environnements ioníques différents.

8.2.2.2 Mise en évidence du signøl RPE du Mn dans les ongles en

bande X
Compte tenu des concentrations de manganèse reportées dans les ongles, de l'ordre de

quelques ppm, il n'étaitpas certain que le sextuplet du Mn2* soit mis en évidence en bande X.

Néanmoins sur des séries de mesures réalisées en bande X sur les mêmes prélèvements que

ceux précédemment mesurés en bande Q, il a été possible d'observer le sextuplet

caractéristique du Mn2* lFig. III.9). Il faut également préciser que ces mesures ont été

réalisées avec des masses d'échantillons optimisées pour la mesure en bande Q, soit de l'ordre

de quelques mg. Les masses mesurées en bande X ne sont donc pas optimales pour la mesure

en bande X (généralement de l'ordre de quelques centaines de mg). Néanmoins, le fait que les

échantillons soient des coupures d'ongles intègres avec un plan de surface déterminé a permis

d'étudier également l'effet de I'orientation de la surface de l'échantillon dans B.

- 
surface perpendiculaire à B

- 
surface parallèle à B

25000
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Figure III.9 ; Spectres RPE d'un prélèvement d'ongle irradié à 43 Gy (après humidffication
et séchage) mesuré en bande X à température ambiante à une puissance m.ic.ro-onde de 2 mW.

Les mesures ont été réalisées avec la surface de I'ongle perpendiculaire et parallèle à la
direction du champ magnétique
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Sur la Figure III.9 on peut noter que l'intensité des raies est significativement plus intense

lorsque la surface de l'ongle est orientée perpendiculairement à B. Pour les deux orientations,

l'intensité des raies du sextuplet augmente avec M1. Pour les deux orientations, le AB entre les

différentes raies du sextuplet est identique. Les raies du sextuplet mesurées en bande X ne

sont pas isotropes et semblent même être dédoublées, l'écart entre ces deux sous-structures

augmente lorsque Mr diminue. On peut également noter la présence de raies moins intenses

entres les raies du sextuplet.

En dehors de l'analyse des raies associées au Mn2*, on peut également noter sur la Figure III.9

la forte influence de l'orientation de la surface de l'ongle avec B sur le signal lié au MIS ou au

RIS. D'un point dosimétrique, il semble important de prêter attention à l'orientation de la

surface de l'ongle. Les mesures en bande X étant généralement réalisées avec plusieurs

coupes d'ongles pour augmenter la masse mesurée et donc l'intensité du signal, cet effet

d'orientation n'avait jamais été mis en évidence auparavant, les differentes coupes étant

orientées de manière aléatoire dans le tube de mesure.

Les føibles quantítés de Mn n'ëtøíent u priori pøs détectøbles en bande X. Maís, de maníère

surprenante, le signul du Mn2* a néønmoíns été mís en évidence en bande X.

8.2.3 Interprétation des mesures: hypothèse de I' hexaaqua-Mn

I1 est très surprenant, compte tenu des concentrations de Mn mises en jeu, que la bande X

permette de détecter sans difficulté f ion Mn2* dans les ongles et offre également une bien

meilleure résolution des raies du Mn, comme on peut le noter en comparant les spectres

présentées sur les Figures III.6 et III.9. Dans lalittérature, il est reporté que la sensibilité de la

mesure pour le Mn2* augmente lorsque l'on passe de la bande X à la bande Q, mais ces

données concement du Mn2* localisé dans un réseau cristallin. Dans les ongles, il semble que

la sensibilité de détection soit même meilleure en bande X qu'en bande Q, surtout si l'on

considère que les masses utilisées pour les mesures en bande X n'étaient pas optimales,

puisque nous avons mesuré les mêmes échantillons aux deux fréquences.

De plus, il faut également considérer que les concentrations en Mn dans les ongles sont de

l'ordre de quelques ppm, A ce niveau de concentration aucune signature provenant du Mn2*

n'est attendue, du moins iorsqu'il s'agit de Mn dans un environnement cristallin. La seule

hypothèse que nous soyons en mesure d'envisager est que le Mn2* détecté soit présent sous

une forme hydratée, a priori sous la forme de l'ion libre du Mn aqueux ou Mn2*(HzO)6. Cette

espèce est effectivement détectable en bande X à des concentrations micro-molaires (Schmidt

et al., 2002). Le mouvement rapide des ions libres induit des valeurs de constantes

d'éclatement à champ nul (D, E) bien inferieures à celle du terme d'énergie Zeeman, ce qui

permet de le détecter même en bande X. La valeur de la constante de couplage hyperfin de

I'ion Mn2*(HzO)ø est, d'après la littérature, de 9,6 mT (Tikhomirova et a1.,1972; Schmidt et
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al,2002). La valeur de la constante de couplage du Mn dans les ongles est une donnée qui

peut permettre d'étayer l'hypothèse du Mn2*(HzO)e

Pour les spectres d'ongles mesurés en bande Q, on peut émettre I'hypothèse que le sextuplet

du Mn2*(H2O)6 se superpose aux sextuplets de Mn2* présents dans d'autres environnements

ioniques qui sont également détectés à cette fréquence. Il n'a donc pas été possible de

déterminer expérimentalement à partir de ces mesures les différentes valeurs de constante de

couplage hyperfin du fait de la présence probabie de Mn2* dans differents environnements. En

bande X, contrairement aux mesures en bande Q, le AB entre les raies (3) et (4) varie très peu

d'un échantillon à l'autre avec une valeur moyenne de 9,50 t 0,05 mT. Cette faible variation

est cohérente avec la présence de Mn sous une seule forme chimique.

En bande X, l'estimation des valeurs des constantes de couplage est moins directe qu'en

bande Q. En effet, le champ magnétique n'est pas assez fort pour orienter totalement les spins

selon l'axe z et les formules généralement utilisées pour rendre compte de l'interaction

hyperfine ne permettent pas de prendre en compte cet effet. C'est cet effet qui est responsable

de la non équidistance des raies du Mn2* mesurées en bande X. Dans ce cas, il est nécessaire

de réaliser des calculs plus complets pour intégrer ce que l'on appelle les effets de second

ordre du couplage hyperfin.

Les valeurs du champ de résonance des différentes raies du Mn2n peuvent être calculées selon

l'Equation III.1. Habituellement, seul le terme d'ordre 2 est ajouté, mais dans notre cas, il a

été nécessaire d'ajouter le terme d'ordre 3, pour estimer au mieux la constante de couplage

hyperfin. Les termes d'ordre 2 et d'ordre 3 ont respectivement été calculés par Bleaney (1951)

et Lacroix (Ig57). On peut noter que les termes en (1/86) ou (1/Bo2) faibles ou négligeables en

bande Q (12i0 mT), ne le sont plus en bande X (350 mT).

4Mí)=4-?)*
\gr)

( ] \,

1å")ll*m)-ut*t4@+-ù] Equationrrr r

J-4 \Ur*-¡2A*ù¿¡rl)-M,(^qs*t)*dr+ù-z-Ml)*zo,f UQA-ùI
l@f?ÅI' '*

L'Equation III.1 rend compte de la non équidistance des raies du sextuplet du Mn en bande X.

La valeur de la constante de couplage hyperfin déterminée à pafür des AB mesurés en bande

X et de l'Equation III.1 est estimée à9,30 + 0,05 mT. Cette valeur est élevée comparée aux

valeurs reportées pour les différents environnements ioniques connus du Mn2n étudiés (Title,

1963). Elle est par contre significativement plus faible que la valeur (9,6 mT) reportée dans la

littérature pour Mn2*(HzO)o (Tikhomirova et al., 1972; Schmidt et al., 2002). Cependant,

lorsque la sphère d'hydratation est modifiée, par exemple par la présence d'ions à proximité
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de la sphère d'hydratation ou par le remplacement d'une molécule d'eau par un ion, la

constante de couplage hyperfin est plus faible que celle de Mn2*(Hz})a.Lavaleur de couplage

estimée par exemple pour I'ion le Mn2*1H2O¡6 en présence de Cl- est de l'ordre de 9,38 mT

(Un & Sedoud, 2010). Cette valeur est cohérente avec les valeurs estimées pour le Mn2* des

ongles en bande X. La présence du chlore dans les ongles est reportée dans la littérature, avec

des concentrations variant de quelques centaines à quelques milliers de ppm (Olabanji et al.,

2005). Si le chlore peut être inclus dans la matrice de l'ongle lors de sa croissance

(l'organisme en contient des quantités importantes), l'hydratation quotidienne des ongles, par

le biais en particulier du lavage des mains, peut être également considérée comme une source

potentielle d'incorporation de l'ion Cl-. L'eau de consommation courante contient de quelques

dizaines à quelques centaines de ppm d'ions chlore.

L'hypothèse selon laquelle seul du Mn2* sous une forme hydratée puisse être détecté en bande

X, alors qu'en bande Q toutes les contributions liées aux différents environnements du Mn2*

sont détectées, est cohérente avec les valeurs et les variations des AB entre les raies du Mn

observées en bande X et Q. L'hypothèse de la présence d'ions Cl- n'est pas incompatible avec

les niveaux de détection considérés car les valeurs de constantes d'éclatement en champ nul

(D, E) restent bien inférieures à celle du terme d'énergie Zeeman (Un & Sedoud, 2010).

Un autre élément vient confirmer la présence d'ions dans ou à proximité de la sphère

d'hydratation du Mn2*1H2O;6. En effet, la forme et la variation de f intensité des raies du

sextuplet présentées sur la Figure III.9 ne correspondent pas à celles attendues pour un spectre

de Mn2*1HzO)a (Fig. III.10), mais sont par ailleurs tout à fait compatibles avec l'hypothèse de

la présence d'ions Cl-. L'augmentation des paramètres d'éclatement en champ nul induit par

la présence d'ions à proximité ou par le remplacemsnt d'une molécule d'eau par un anion

peut en effet modifier les formes des raies du sextuplet (Un & Sedoud, 2010). Sur la Figure

III.9, les raies présentent une asymétrie qui augmente avec la valeur de Mr alors que

I'intensité des raies du sextupiet décroît pour les valeurs de Mr croissantes similaires à celles

mesurées par Un & Sedoud (2010) en bande V/ pour Mn2* aqueux en présence de d'ions Cl-.

Figure III.I0 ; spectre RPE en bande X de Mn2* (HzO)o en solution aqueuse (Bernards et al.,
200s)
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En présence d'une concentration suffisante d'ions Cl-, la forme symétrique des raies du

sextuplet du Mn2*1H2O)6, tend vers une forme asymétrique à mesure que la concentration de

chlore augmente et présente une forme similaire à celle observée sur la Figure III.9. Un

abaissement de la température de mesure, typiquement de l'ordre de 100 K, provoque

également une disymétrisation des raies de résonance du sextuplet (Käss et al., 2000). Ces

données montrent qu'un environnement ionique ou qu'une contrainte sur les possibilités de

mouvement de I'ion peut induire des formes de raies asymétriques. Ainsi comme contrainte

sur le mouvement de I'ion, on peut également envisager que f ion aqueux puisse être lié par

l'intermédiaire d'une liaison hydrogène par exemple à des polypeptides. Sur le spectre de la

Figure III.9, en plus de la forme des raies, c'est également f intensité des raies du sextuplet

qui est modifiée par rapport au spectre du Mn2*1H2O)6 présenté sur la Figure III.10. Un

comportement similaire du sextuplet du Mn2* est également observé en présence d'ions Cl-

(Un & Sedoud, 2010). Comme le montre la Figure III.11, les simulations des spectres RPE du

Mn2* avec differents valeurs de paramètres d'éclatement à champ nul (D, E) montrent qu'il

est possible de reproduire l'allure des raies du sextuplet avec des valeurs de D relativement

faibles (D:1710 MHz), ce qui reste compatible néanmoins avec l'hypothèse de Mn2*(H2O)6

en présence d'ions Cl- ou lié à un polypeptide par exemple. Cette simulation permet de

reproduire tant les variations d'intensité des raies du sextuplet que la variation de forme des

raies, mais également la présence des < doublets > observée entre les raies du sextuplet.
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Figure III.I I ; Comparaison d'un spectre RPE en bande X d'un pr,ëlèvement d'ongle mesuré

à température ambiante avec des simuløtions de spectre RPE du Mn"- réalisées avec le

logiciel Symphonia avec Axx - )y: 9,6 mT, Azz-- 9,8 mT, E:0 MHz, et D:1710 MHz (tracé

rouge) et D:0 MHz (tracé bleu).
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Enfin, l'un des derniers éléments qui reste à interpréter en relation avec l'hypothèse d'une

espèce Mn2*1H2O¡e est la variation significative de l'intensité des raies du sextuplet en

fonction de I'angle que fait la surface de l'ongle avec le champ magnétique sur les spectres

mesurés en bande X (cf. Figure III.9). Cette variation indique une orientation préferentielle

des ions Mr'*, ce qui est contradictoire avec l'hypothèse de f ion libre, mais tout à fait

compatible avec I'hypothèse d'une contrainte sur le mouvement de l'ion du fait de

l'établissement d'une liaison avec un polypeptide par exemple. Cette variation de l'intensité

du sextuplet mesuré en bande X peut être interprétée en gardant à l'esprit que l'ongle est

constitué de filaments organisés dans des directions privilégiées (dans la couche

intermédiaire), formant des strates. Si l'on considère qu'il s'agit d'ongles déshydratés et donc

avec une faible teneur en eau, il est possible que f ion Mnz*, bien que toujours présent sous sa

forme hydraté, puisse être lié à la surface d'un polypeptide par l'intermédiaire d'une liaison

hydrogène entre les molécules d'eau de la sphère d'hydratation et des atomes d'hydrogène des

polypeptides. Si l'on retient l'hypothèse de la présence d'ions dans la sphère d'hydratation du

Mr'*, il est alors également envisageable que des liaisons ioniques soient également mises en

jeu. Ces hypothèses sont parfaitement compatibles avec les paramètres (DlO) utilisés pour la

simulation des spectres mesurés en bande X. Cela nous indique que l'espèce mesurée peut

également être de la forme (Mn(H2O)5Cl)*, si l'on considère la présence d'ions chlore.

Le manganèse mis en évidence døns les ongles en bunde X est très probablement présent

sous søforme hydrøtée, Mn2*¡H2O¡6 en présence d'ions tels que Ct, En bande Q, du Mn2*

présent døns des environnements ioniques différents est également détecté.

8.2.3.1 Etude de lø stracture du spectre du Mn2* døns les ongles

La présence de < doublets > entre les raies du sextuplet (cf. Figure III.9) est observée dans

différents types de matériaux (calcaires, marbres ou encore zéolites par exemple) et dans des

échantillons biologiques (enzymes). Ces doublets sont généralement associés aux transitions

dites < interdites > de Mn2* (^M-+1) (Tikhomirova et al., 1972; Ashford & Jarke, 1972

; Käss eta1^,2000; Bennur eta1.,2001 ; Polikreti eÍ.a1.,2004).

Les transitions << interdites >> ne sont a priori pas compatibles avec l'hypothèse de

Mn2*lHrO¡o libre. Néanmoins, les paramètres des simulations présentées sur la Figure III.11

permettent de générer des < doublets > entre les sextuplets avec des caractéristiques similaires

à celles observées sur le spectre mesuré. Ceci signifie qu'il peut s'agir, non pas de transitions

interdites mais d'une structure fine, dont la présence reste compatible avec I'hypothèse du

Mn2nqH2O;6. En effet, pour que la structure fine soit observée, il faut que le terme

d'éclatement en champ nul soit inferieur au terme Zeeman électronique.

En théorie, lorsqu'il s'agit de transitions interdites, une forte décroissance de I'intensité des

raies << interdites >> est observée lorsque l'on passe de la bande X à la bande Q. En effet, le
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ratio entre l'intensité des raies permises et celles des raies interdites varie comme (D/Bo)2. En

bande Q, avec des valeurs de champ magnétiques beaucoup plus élevées (environ 1210 mT),

les < doublets > devraient donc être absents, si il s'agissait des raies de < interdites >. Or, ces

< doublets >> sont également mesurés en bande Q (Fig. III.12).

Dans le cas d'une structure fine, comme le montre les simulations de la Figure III.13, les

< doublets > sont présents avec un ratio des intensités des raies principales avec les raies

satellites qui varie peu entre la bande X et Q. Ces < doublets> sont en fait constitués de deux

raies provenant de deux quintets adjacents comme le montre la Figure IILL2.
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Figure III.12 ; spectres RPE en bønde Q d'un prélèvement d'ongle non iwadi,á mesuré à

température ambiante à une puissance micro-onde de 2 mW

En effet, dans le cas du Mr?*,lorsque l'éclatement hyperfin est supérieur à celui de

i'éclatement en champ nul, une série de six quintets coTrespondant à une structure fine peut

être observée. Dans le cas d'une structure fine, les niveaux d'énergie se divisent en 2S*1 sous

niveaux, ce qui donnent pour Mn2* (3:512),6 sous niveaux et selon les règles de transition

(AM:tl), 5 raies de résonance pour chaque niveau d'énergie de la structure hyperfine (cf.

Figure IIL14). Dans les spectres des ongles, les quintets se superposent, ce qui induit cette

structure apparente de < doublets >> entre les raies du sextuplet.
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simulation bande Q

- 
simulation bande X

10000

5000

-5000

-1 0000

-1 5000

-20000

20 40

lB (mT)

Figure III.l 3 ; Spectres RPE du Mn2* simulé à l'aide du logiciel Symphonia avec les
paramètres suivants : avec Axx :Ayy: 9,6 mT, Azz: 9,8 mT, E: 0 MHz, D:[710 MHz et une

fréquence micro-onde de 9,8 et 34 GHz pour la bande X et la bande Q
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Figure IIL I4 : détails de Ia structure fine sur la raie du Mn2* sur un spectre simulé en bande
X, evec E:0 MHz et D:1710 MHz

I1 est donc fort probable que la structure fine observée en bande Q soit uniquement associée à

Mn2*1H2O;6. Il peut paraître surprenant d'obseryer en bande X et à température ambiante une

structure fine dans un matériau biologique. Ces dernières peuvent être mises en évidence dans
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des échantillons biologiques à des fréquences élevées (> 115 GHz). Lorsque des structures

fines des ions de transitions sont observées en bande X, c'est généralement dans le cadre

d'études réalisées sur des monocristaux. Dans le cas des échantillons poly-cristallins, parmi

les 23 raies de structure fine, seule la raie correspondant à la transition -Yz -'+-l/z est

relativement isotrope, les autres raies sont décalées de plusieurs dizaines ou centaines de mT'

Elles ne sont donc généralement pas observables car distribuées sur une trop large plage de

valeurs de champ magnétique. Le fait d'observer la structure fine à des orientations

privilégiées (Fig. IILg) confirme l'hypothèse émise précédemment sur l'orientation

préférentielle des ions Mn2* dans leur forme aqueuse, à savoir que ces ions pourraient être liés

à la surface des filaments ou protéines. Sur la Figure III.11, pour la première et la dernière

résonance du Mn2*, le quintet semble incomplet, mais en réalisant une mesure plus précise

autour de ces deux résonances, il est possibie de distinguer les raies manquantes (Fig. III.15).

Ces raies correspondent également à des transitions moins intenses, ce qui peut expliquer

qu' elles soient plus difficilement observables.
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Figure III.15 . Détail de la structure fine du spectre RPE du Mn2* pr,lsent dans les ongles au

niveau de là première résonance du Mn2*.

En bande X, en plus de la structure hyperJîne, une structure Jine ø égulement été mise en

évídence. Cette structure Jine est associée ù lø présence de Mt2*(H2O¡6 døns un

environnement ionique ou lié par l'intermédiaire d'une líøßon hydrogène ù un polypeptide.
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8.2.4 Influence de la structure fine de Mn2* sur l'analyse du MIS ou du RIS

On peut noter dans la partie centrale du spectre RPE bande X présenté sur la Figure III.16,

que les raies de structure fine du Mn2n peuvent se supe{poser au MIS ou au RIS, notamment

lorsque la surface des ongles est orientée perpendiculairement à la direction du champ

magnétique. En bande Q, la structure fine de Mn2* se superpose également avec le RIS et le

MIS, mais cette contribution est plus faibie qu'en bande X et contribue dans la partie à haut

champ du MIS ou RIS (Fig. III.16).
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Figure IIL16 : Spectres RPE bande X de deux prélèvements d'ongles non iruadiés mesurés à
température ambiante à une puissance micro-onde de 2 mll et avec une modulation

d'amplitude de 0,3 mT, a) échantillon I sur une largeur de champ de 30 mT b) ,áchantillon 2
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La mise en évìdence de lø structure Ji.ne du Mn, permet de comprendre qa'une partie des

røies observées døns lø stracture du MIS øutour de g:2, notømment en bønde X, est due

aux røies externes des quintets de la structureJine de Mn2*.

8.2.5 Variabilité de I'intensité des raies du Mn

L'intensité des raies de Mn2* mesurées en bande Q peut être variable d'une mesure à l'autre

pour un même échantillon (écart-type variant de quelques o/o à 60yo), principalement du fait de

ia faible intensité des raies du Mn dans la plupart des échantillons et de conditions de mesure

non optimisées. L'analyse de l'ensemble des mesures réalisées en bande Q pour les différents

échantillons, montre également une variation importante de l'intensité moyenne des raies d'un

donneur à l'autre, comme I'illustre par exemple la Figure III.17, ce qui indique apriori que

les concentrations de Mn2* dans les ongles sont très variables d'un donneur à l'autre. Les

analyses par PIXE (Particle Induced X-rays Emission) reportent des variations maximales

atteignant un facteur 10, ce qui paraît compatible avec les variations observées sur l'intensité

des raies du Mn (Olabanji et a1.,2005).
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Figure IILIT : Spectres RPE bande Q de prélèvement d'ongles non irradiés mesurës a

température ambiante à une puissance micro-onde de 2 mW et une modulation d'amplitude
de 0,3 mT. Les spectres sont normalisés par le nombre d'acquisitions réalisées et la masse

des échantillons.

8.2.6 Effet de I'irradiation sur les signaux RPE du Mn

D'après la littérature, il n'est pas attendu d'effet de l'irradiation sur I'intensité des raies du

Mn2*. Aucun effet n'a été mis en évidence jusqu'à des doses de l'ordre de 100 kGy pour du

Mn2* conditionné dans du MgO et jusqu'à 15 kGy pour le Mn présent dans des plantes
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séchées (Yordanov et a1., 1999 ; Yordanov & Aleksievia, 2004). Comme la sensibilité à la

dose peut être affectée par I'environnement direct de I'ion ou la composition de la matrice,

nous avons vérifié qu'il en était de même dans les ongles, mais dans la gamme de doses

susceptibles d'être délivrées lors d'un accident au niveau des mains (< 100 Gy). Les ongles

sélectionnés provenaient de deux donneurs pour lesquels les signaux dus au Mn2* étaient les

plus intenses. Pour les échantillons provenant d'autres donneurs, les raies de Mn2* n'étaient

pas sufltsamment intenses pour mettre en évidence un quelconque effet. Les ongles ont été

mesurés à température ambiante en bande Q. La Figure III.i8 présente les variations de

I'intensité des raies du Mn2* en fonction de la dose délivrée pour les prélèvements de 2

donneurs.
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Figure III.I8 ; variations de l'intensité des raies du Mn2* enfonction de la dose pour des

prélèvements de 2 donneurs. Les mesures ont été réalisées en bande Q à température
ambiante et à une puissance micro-onde de I mW.

La reproductibilité évaluée sur les séries de mesures des raies du Mn est comprise entre 12 et

55 %. Pour ces deux échantillons, on observe une baisse de l'intensité des raies entre 0 et

10 Gy et une apparente stabilisation du signal au-delà de 10 Gy. La décroissance de l'intensité

des raies du Mn2* peut s'expliquer par un changement de valence du Mn. Plusieurs

hypothèses peuvent être envisagées, comme la perte d'électron due à l'interaction directe des

rayonnements ionisants avec le Mn2*, la réaction avec un produit de radiolyse, ou encore la

capture d'un électron produit par interaction des rayonnements ionisants.

N'ayant pas déterminé l'ensemble des formes chimiques du Mn présent dans les ongles, il est

difficile de privilégier une hypothèse. Cependant, il faut souligner que les ongles ont été

humidifiés entre chaque cycle de mesure et que des réactions d'oxydation du Mn2n peuvent

avoir lieu avec des produits de radiolyse de l'eau dans les protéines (Daly, 2009). Nous
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pouvons juste noter que l'irradiation induit ou modifie l'équilibre d'une réaction d'oxydo-

réduction du Mn2n.

L'effet observé de I'inadiation sur l'intensité des raies du sextuplet du Mn2* peut parútre

surprenant par rapport aux données de la littérature. En effet, l'intensité des raies du Mn2*

dans differents types de matrice est connue pour être indépendante de la dose délivrée dans

des gammes de doses élevées (3-100 kGy) (Yordanov et al., 1999; Yordanov & Aleksievia,

2004). Cependant, les données reportées dans notre étude ne sont pas pour autant

incompatibles avec I'absence d'effet des fortes doses sur le signal du Mn2*. Dans les deux

articles cités, l'amplitude des raies du Mn2* des échantillons inadiés n'a pas été comparée à

l'amplitude avant irradiation et il n'est donc pas impossible que l'amplitude du Mn dans ces

matrices présente également un effet de saturation en dose dans des gammes de doses très

faibles au regard des gammes de doses étudiées dans ces travaux.

Comme la plupart des échantillons d'ongles étudiés ne présentaient pas de raies de Mn2*

suffrsamment intenses pour être mesurées avec une reproductibilité sufÍisante pour mettre en

évidence un effet des rayonnements ionisants, l'étude n'a pas été poursuivie plus avant pour

une éventuelle application en dosimétrie, car l'utilisation des signaux radio-induits déjà

identifiés dans Ia littérature permettait d'envisager une application plus universelle,

Cependant, dans certains cas, notamment lorsque des ongles présentent des quantités de Mn

supérieures à la moyenne, le Mn2* pourrait très bien être envisagé comme indicateur de la

dose reçue. Il faut également noter que les conditions de mesure en bande Q (puissance

micro-onde, modulation d'amplitude, forme de l'échantillon, épaisseur de tube, etc.) n'ont pas

été optimisées pour la mesure du Mn2*. Dans le cas du Mn, il serait certainement préférable

de mesurer les échantillons sous forme de petits morceaux ou en poudre, plutôt que le

prélèvement dans son intégrité,le MIS n'étarrt pas un problème pour la détection du Mn. Il

serait intéressant de vérifier qu'avec des conditions de mesure optimisées, le Mn peut être

détecté à un niveau de reproductibilité satisfaisant pour la plupart des donneurs.

Il faut également souligner que les techniques conventionnelles d'estimation de la dose, ne

sont pas applicables compte tenu de la variabilité sur les teneurs en Mn et compte tenu de

l'allure de la courbe. Néanmoins, nous pensons qu'il est possible d'estimer une dose

d'exposition à partir du point de saturation en dose du signal du Mn. Il suffit en théorie de ré-

irradier à plusieurs reprises le ou les échantillons à des doses connues de l'ordre de 1 à 2 Gy

jusqu'à atteindre le niveau de saturation de l'amplitude du signal du Mn2* autour de 10 Gy. La

dose liée à la surexposition peut alors simplement être estimée par la formule donnée dans

l'Equation lIit2 etce quelque soit la teneur en Mn2* et la sensibilité à la dose.

Dexposition = Dsaturation-Dajoutée Equation III.2

Cette méthode originale d'estimation des doses n'a, à notre connaissance, jamais été reportée

dans la littérature. Dans la poursuite de cette étude, il serait donc nécessaire d'estimer la
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variabilité de la dose de saturation pour le Mn2* sur une large palette de donneurs, car si cette

variabilité est faible, une valeur moyenne de dose de saturation powra être utilisée pour

estimer les doses reçues sur un échantillon donné dans la gamme 0-10 Gy. Si ce n'est pas le

cas, mais si, par contre, la variabilité est faible pour un même donneur, il sera possible

d'utiliser les ongles les moins exposés (ongles des pieds si I'irradiation est localisée au niveau

des mains par exempie). Il faudra également étudier l'effet des conditions environnementales

(température, humidité, etc.) sur la stabilité signal du Mn2*.

(Ine vørìation de I'intensìté des røìes du Mn2* en fonction de lø dose est reportée døns une

gumme de 0 à 10 Gy. A notre connaßsance, c'esl lø premièrefois qu'est mis en évidence un

effet de l'írrødíatìon sur les raies du Mn2*.

8.2.7 Utilisation pratique des raies du Mn2*

Comme il est peu aisé d'implanter un étalon inteme dans la cavité bande Q, les raies du Mn2*

aurait pu s'avérer être d'une aide précieuse pour localiser dans les spectres mesurés les raies

d'intérêt dosimétriques de faible intensité. Compte tenu des variations observées sur les

valeurs de couplage hyperfin, il n'est pas envisagé d'utiliser les raies du Mn pour localiser

avec précision les raies d'intérêt.

L'utilisation du Mn2* présent dans les ongles, selon le principe de << l'étalon inteme > évoqué

précédemment, semble également difficilement envisageable pour normaliser l'intensité des

signaux dosimétriques. De plus, selon I'expérience du laboratoire, la normalisation de

f intensité du RIS ou du MIS par l'intensité des raies du Mn2n ne permet pas d'améiiorer la

reproductibilité de la mesure sur des séries de mesure, queique soit le type d'échantillons

(émail dentaire ou alanine par exemple).

8.2.8 Perspectives et conclusions sur le Mn2*

Si à première vue, l'étude du Mn2* dans les ongles ne semblait pas présenter d'intérêt direct

pour les applications en dosimétrie, il s'avère au final qu'une partie des signaux présents dans

la structure du MIS ou du RIS est en fait liée à la structure fine du Mn2*. De plus, une

variation de l'amplitude du Mn2n en fonction de la dose délivrée a été mise en évidence dans

la gamme 0-10 Gy pour les échantillons présentant la plus forte teneur en Mnz*. Il pounait

donc être intéressant de poursuivre cette étude avec des paramètres de mesure et une

préparation de l'échantillon optimisés. Le cas échéant, il pourrait ainsi être possible d'estimer

des doses sur les ongles dans des gammes de doses comprises entre 0 et 10 Gy.

En dehors des applications envisagées en dosimétrie, la spectroscopie RPE sur les ongles peut

théoriquement permettre le dosage du Mn2*, mais nécessite la mise au point d'un protocole

permettant des mesures reproductibles (par exemple, échantillon sous forme de poudre). Le

dosage du Mn2* dans les ongles peut présenter un certain intérêt. En effet, un taux élevé de

Mn dans les ongles combiné avec la présence d'autres métaux a été, conélée avec différents

types de pathologies (hypertension avec Cd et Cu; affection de la peau avec Cr, Fe et Cu,
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etc.) (Mehra & Juneja,2005) et la forte concentration de manganèse seule peut induire des

désordres neurologiques parfois similaires à ceux de la maladie de Parkinson (Couper,1837).

Avant d'envisager une éventuelle application, il sera bien sûr nécessaire d'étudier les

avantages de la RPE par rapport aux techniques PIXE (Particle Induced X-rays Emission),

AAS (Atomic Absorption Spectrophotometry) ou XRF (X-Ray Fluorescence).

Lø signature du Mn2* a été mße en évídence døns les spectres kPE des ongles. Ilne

structureftne a été míse en évídence, qui peut se superposer aux signøux du MIS et du RIS.

(Ine dépendance de l'íntensíté des raies du Mn2* avec la dose été míse en évídence døns la

gamme de dose 0-10Gy.

8.3 Signøux RPE liés ù la présence defer

8.3.1 Analyse bibliographique

Si la concentration en fer dans les ongles est reportée dans de nombreux articles, son origine

et ses formes chimiques ne sont généralement pas précisées (Mehra& Juneja, 2005; Olabanji

et aI.,2005 ; Paschoa et a1., 1984, etc.). Les techniques d'analyse utilisées (PIXE et AAS par

exemple) ne permettent pas de déterminer ses différentes formes chimiques. Dans

l'organisme, le fer est généralement présent sous forme de complexes liés à des protéines, il
peut s'agir de protéines héminiques (hémoglobine, myoglobine, etc.) ou de métalloprotéines

(protéines de type Fe-S par exemple). Selon le type de complexe, le fer peut avoir differents

degrés d'oxydation (Fe2*, Fe3* et moins fréquemment Fea*).

Comme le fer peut générer des raies RPE intenses dont l'intensité peut parfois être modifiée

par l'irradiation (comme cela est le cas dans ies verres minéraux), il éfart intéressant, outre

l'aspect purement descriptif de la composante du signal intrinsèque lié au fer permettant

d'accéder à des informations suÍ sa forme chimique, d'étudier également la variabilité de ces

signaux et leur comportement vis-à-vis de la dose de rayonnement ionisant.

Le fer présent dans les ongles peut en fait avoir plusieurs origines et donc plusieurs formes

chimiques. Il n'existe pas de données précises à ce sujet. Le fer peut être incorporé lors de la

formation de l'ongle comme les autres éléments minéraux présents dans les ongles, comme le

calcium, à partir du fer présent dans l'organisme. Une autre source possible est la

contamination externe des ongles par exemple via des fumées ou la manipulation de produits

divers. Les ongles sont connus pour incorporer la plupart des contaminants ingérés ou inhalés

par I'organisme, comme l'arsenic ou ies phtalates (Mehra & Juneja, 2005 ; Jackson, 2008).

Néanmoins l'ongle étant un matériau poreux, une source externe de contamination est

également envisageable, la coloration des ongies de fumeurs par exemple en est un bon

indice. S'il est avéré dans plusieurs études que les fumeurs ou les travailleurs exposés à des

fumées toxiques ont des concentrations d'éléments métalliques dans les ongles Q'{i, Cd, Fe)

bien plus importantes que pour des populations témoins (Sukumar & Subramanian, 1992;
'Wolfsperger et al., 1994 ; Mehra & Juneja, 2005),les processus d'incorporation n'ont pas été
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explicités (inhalation et ingestion ou absorption directe dans les ongles). Une autre origine

possible de la présence de fer peut être liée à des micro-saignements au niveau de la matrice

de l'ongle. Lors de la croissance de l'ongle, des hémoprotéines pourraient être alors

incorporées dans la matrice de l'ongle.

Le fer sous sa forme Fe3* (configuration d5) est observé en spectroscopie RPE dans differents

types de matériaux, par exemple dans les métalloprotéines, les enzymes, le sang séché, ies

veffes minéraux, etc., que ce soit dans un état de spin haut (HS) ou bas (BS).

8.3.2 Identification, étude et analyse des signaux RPE liés au Fe

Afin de mettre en évidence la présence de fer, des mesures ont été réalisées sur des ongles

provenant de differents donneurs (n:10), en bande X pour des valeurs de champ comprises

entre 100 et 600 mT. En effet, les signaux généralement attribués au fer ont des valeurs de g

comprises entre 2 et 10. Les raies à bas champ sont généralement caractéristiques de la

présence de fer, notamment les raies à g':4,3 et 9':6,0. Autour de g:2l'interprétation peut

être plus délicate, du fait des nombreux défauts ou radicaux générant des raies RPE dans cette

zone. L'interprétation des raies mesurées à bas champ (g':4,3 et 9':6,0) a été donnée dès le

début des années 1960 pour des mesures réalisées dans des verres minéraux (Castner et al.,

1960). Ces raies sont liées aux valeurs des paramètres d'éclatement à champ nul, E et D. Les

raies à bas champ seront observables en bande X si D et E sont très supérieurs à

gBB. L'observation des raies à g':4,3 et 6,0 dépend également du paramètrc )u, ratio entre E et

D. Pour )u:113, il est prévu l'observation d'une transition à g':4,3. L'observation de ces

transitions indique la présence de charge à proximité du fer et peut donner des informations

sur la répartition de ces charges. Ainsi les raies à g':4,3 et 9':6,0 sont respectivement

associées à la présence de FeOz2- et de FeO¡3-.

Dans les ongles étudiés, seule ia raie à E':4,3 a pu être mise en évidence et ce dans un seul

des échantillons (cf. donneur nol sur la Figure III.19). Cope et al. (1998), dans leur étude sur

la corne de sabots d'équidés (composés de o¿-kératine comme les ongles), ont reporté la

présence d'une raie à E': 4,3 pour plusieurs échantillons. Cette raie est associée au Fe3* dans

un état HS en basse symétrie (orthorhombique), sous la forme d'oxyde (FeO22-). Cette raie a

également été observée dans les produits de dégradation des protéines héminiquesa lMiki et

a1., 1985 et 1987). Onpeut donc penser que laprésence de laraie àg':4,3 dans les ongles est

l'indication de traumatismes passés au niveau de la matrice de l'ongle et de l'incorporation de

traces de protéines sanguines lors de sa formation.

4

a pour lesquelles le fer est lié à une molécule de porphyrine (hème). L'hémoglobine, la myoglobine sont des

protéines héminiques
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Sur le spectre RPE du donneur nol, on note également la présence du MIS, qui n'est pas

observée sur les autres spectres, ces derniers échantillons ayant été humidifiés. Les effets de

l'eau et du temps sur le MIS seront longuement discutés dans le chapitre IV.

Sur la Figure III.19, on peut observer des raies RPE entre g:3 et g:2 sur la moitié des

échantillons étudiés. Ces raies ont des caractéristiques très differentes d'un donneut à i'autre,

en termes de largeur de raie, de position et d'intensité, on observe également des différences

d'un échantillon à i'autre pour un même donneur. Dans la littérature, des raies très larges,

avec des valeurs de g comprises entre 2 et3, sont également associées à la présence de fer

dans des tissus kératinisés (Ikeya, 1993 ; Cope et al, 1998). On peut également en observer

dans certains verres (Hassan et al., 2004 et 2005) ou également dans certains polymères

contenant des oxydes ferriques (V/ejchan-Judek et a1.,2005).

20000

10000

-10000

-20000

-30000

0 100 200 300

B (mT)

400 500 600

Figure IIL 19 ; Spectres RPE de prélèvements d'ongles provenant de dffirents donneurs et

spectre RPE du tube vide mesurés en bande X à température ambiante avec une puissance

micro-onde de 2mltrl øvec une cavité de type SHQ sur une largeur de champ de 500 mT.

Lal:rie (g:2,4 et ÂB: 80 mT) mesurée dans l'échantillon 2 du donneur 4, présente les mêmes

caractéristiques que le spectre RPE de tissus mous d'une momie pré-inca (Ikea, 1993). Selon

Ikea (1993), ce signal serait dû à du fer (Fe3*) dans un état de spin bas (BS) contenu dans des

complexes de protéines héminique-peroxydes. Néanmoins, que ce soit sur les échantillons

d'ongles mesurés dans cette étude ou dans les données de la littérature, les ca¡actéristiques

des raies mesurées associées au fer sont très variables. Si l'on postule que l'origine de ces

raies est bien liée à la présence de fer, il est fort probable que la forme chimique et

l'environnement immédiat peuvent induire des effets significatifs sur la position et la forme
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des raies. A ce stade, il est difficile de formuler des hypothèses quant aux formes de fer mises

en jeu, mais on peut néanmoins souligner que la présence de fer sous forme d'oxyde FezO¡

(F.'n, HS) peut également donner des raies RPE très larges, notamment lorsque les oxydes de

fer sont agglomérés sous forme de clusters. Les ongles étant constitués d'un matériau poreux,

les oxydes de fer peuvent être incorporés par la simple manipulation de substances en

contenant.

La variabilité des caractéristiques spectrales n'est pas uniquement liée aux seules variations

de concentration, de formes ou d'environnements chimiques, mais également aux conditions

d'acquisition des spectres et notamment au positionnement de l'échantillon dans le champ

magnétique. Comme le montre la Figure IlI.20,l'intensité et la forme du spectre peuvent

varier de manière significative selon l'orientation de l'ongle dans le champ magnétique.
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Figure III.20 : Spectres RPE bande X d'un pr,élèvement d'ongle du donneur 4 mesuré à

température ambiante avec une puissance micro-onde de 2mW selon deux orientations de

l'échantillon. La surface de l'ongle est orientée a) perpendiculairement à B (courbe noire), b)

parallèlement à B (courbe rouge).

On peut également noter que ce signal présente au moins deux composantes dont ies

intensités relatives varient avec l'orientation dans le champ magnétique de l'échantillon' D'un

point de vue pratique pour les aspects dosimétriques, lorsque les mesures sont réalisées autour

de g=2, une ligne de base caractérisée par une pente importante est induite par la présence de

ce signal lorsque l'orientation de la surface de l'échantillon est perpendiculaire au champ

magnétique. L'analyse détaillée par RPE des differentes composantes des signaux liés au fer

selon différents paramètres (angle, température, puissance micro-onde, etc.) pourrait

vraisemblablement permettre de mieux comprendre les differentes formes de fer présentes

dans les ongles et par là-même leurs origines ou leurs voies d'incorporation.

- 
orientation perpendiculaire à B

- 
orientation parallèle à B

g=2
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Plusieurs types de signøux mesurés dans les ongles sont øttribués à la présence de fer. Les

spectres RPE ìndíquent une présence de Fe3* sous forme d'oxyde probøblement øggloméré

sous forme de micro cluster,

8.3.3 Effet de l'irradiation sur les signaux RPE du fer

Compte tenu de la variabilité observée sur les signaux RPE liés au fer, l'étude du

comportement de ces signaux en fonction de la dose de rayonnement délivrée à l'échantillon

n'a pas été réalisée de manière détaillée. Pour des doses de rayonnement inférieures à 100 Gy,

il n'a pas été mis en évidence de variation de l'intensité du signal. Pour modifier de manière

significative I'intensité des signaux RPE liés au fer, il est nécessaire de délivrer aux

échantillons des doses très élevées. Ainsi, un échantillon inadié à 2 kGy présentait une

diminution significative (d'un facteur 2,5) de l'intensité du signal à g=2,4.I1 faut noter que,

dans le cas des veffes minéraux, les signaux liés au fer présentent des comportements variés

pour des doses relativement élevées. Ils peuvent soit augmenter, soit diminuer apparemment

en fonction de la composition du verre. Compte tenu de la versatilité du comportement des

signaux du fer et de leur apparente faible sensibilité à la dose, il n'a pas été envisagé d'études

plus détaillées pour les aspects dosimétriques.

8.3.4 Conclusions et perspectives sur le fer

Les caractéristiques des signaux RPE liés au fer sont très variables d'un échantillon à I'autre,

présentent une forte dépendance en fonction de l'orientation de l'échantillon dans le champ

magnétique et ne sont pas affectées par des doses inferieures à 100 Gy. Ces signaux ne

présentent pas d'intérêt du point de r,ue dosimétrique mais peuvent affecter l'analyse des

signaux RPE dosimétriques, du fait de leur forte influence sur la ligne de base des spectres

RPE autour de g:2.

Les differentes raies RPE associées au fer permettent d'obtenir des informations quant à sa

forme chimique. I1 ne semble pas qu'il soit possible d'envisager d'utiliser la RPE pour doser

les quantités de fer dans 1es ongles, les signaux étant trop variés et d'autres techniques,

cornme le PIXE, XRF, AAS le permettent déjà. Néanmoins la RPE pourrait être une

technique intéressante et complémentaire, notamment de ia spectroscopie Mössbauer, pour

l'étude des différentes formes du fer présentes dans les ongles.

8.4 Conclusions générøles sur les signøux intrinsèques

Parmi ies signaux intrinsèques à I'ongle nous avons pu mettre en évidence les raies RPE liées

à la présence de manganèse et de fer. D'autres éléments présents àI'état de traces (Cu et Ni)

sont susceptibles de donner des raies RPE, mais nous n'avons pas été en mesure de les mettre

en évidence, du fait des faibles quantités mises en jeu ou parce que les raies associées peuvent

être masquées par les raies du fer par exemple. L'objectif initial de cette partie n'était pas de

réaliser une étucle exhaustive cle tous les signaux intrinsèques à. l'ongle, nous nous sommes
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concentrées sur les raies qui pouvaient éventuellement interferer avec les signaux

dosimétriques de I'ongle. Nous avons vérifié l'effet de l'irradiation sur i'amplitude de ces

signaux et il s'est avéré que l'amplitude du Mn2* mesuré en bande Q présentait une

dépendance avec ia dose. Cette propriété, qui n'avait jamais été reportée à notre connaissance,

méritera d'être étudiée plus en détail comme une solution alternative complémentaire pour

estimer les doses, car elle pourrait notamment permettre d'estimer des doses dans la ganìme

de dose de 0 à 10 Gy, gamme dans laquelle l'utilisation de la variation de l'amplitude du RIS

atteint actuellement ses limites.

C. SIGNAUX RPE PARASITES

Parmi les principales sources possibles de contamination des ongles par des éléments

extérieurs susceptibles de donner des signatures RPE, l'utilisation de vemis de cosmétiques et

la tabagie sont celles, si un effet était avéré, qui pourraient limiter le plus l'application des

ongles notamment pour le tri de population. Dans cette partie, il s'agit de s'assurer que dans

ces deux cas, la présence d'éventuels signaux parasites ne perturbe pas l'analyse du RIS, et

dans ie cas contraire d'étudier des solutions permettant d'éliminer ou de diminuer la ou les

composantes parasites du spectre RPE. Parmi les échantillons étudiés, plusieurs provenaient

de donneurs fumeurs réguliers de tabac. Sur ces échantillons, nous n'avons pas mis en

évidence de différence dans les spectres mesurés par rapport aux ongles de non fumeurs. Les

ongles de fumeurs réguliers sont susceptibles de présenter des concentrations plus élevées,

notamment en cadmium, chrome, nickel et fer. Cependant, les variations reportées pour les

éiéments les plus abondants (>10 ppm) sont inferieures à la reproductibilité des mesures qui

ont été réalisées en bande Q (Mehra & Juneja, 2005). Dans le cas des vernis, nous avons

identifié certains vernis qui induisent une signature RPE très intense qui se supe{pose au RIS

et qui le rend inexploitable. Cette partie traite donc principalement de l'effet des vemis.

C,I Problématique liée uux ongles vernis

Etant donné la large utilisation de vernis (incolores ou colorés), il était important d'étudier

leur effet sur le spectre RPE et notamment sur la composante dosimétrique du signal autour

de g:2. Les vernis commerciaux contiennent généralement des durcisseurs et des agents

couvrants constitués de résines, des polymères, des plastifiants, des agents émollients, des

solvants, des pigments minéraux ou organiques et des oxychlomres de bismuth ou de mica

pour la brillance. L'effet de ces vernis peut être potentiellement multiple, car ii peut jouer sur

la dureté de l'ongle, sur la teneur en eau (modification de la porosité), et les pigments (surtout

ceux à base d'oxydes métalliques) peuvent notamment induire des signaux RPE additionnels.

Dans cette partie, compte tenu de la variété de la composition des vernis utilisés en

cosmétique, il ne s'agit pas de présenter de manière exhaustive les differentes signatures RPE

de ces cosmétiques et leurs possibles effets sur les propriétés mécaniques et dosimétriques des
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ongles, mais d'évaluer si I'application de vernis peut compromettre ou limiter l'utilisation des

ongles en dosimétrie. Cette partie se limitera à illustrer par quelques exemples les effets

possibles et les éventuels problèmes posés pour la mesure et l'évaluation de l'intensité du

RIS. Une étude plus détaillée et de plus grande ampleur pourra être envisagée lorsqu'un

protocole de mesure des doses de l'ordre de quelques Gy sur les ongles sera établi pour une

éventuelle application pour ie tri de population.

C.2 Présentution des spectres RPE d'ongles vernis

La Figure III.21 présente les spectres RPE de deux prélèvements d'ongles vernis mesurés à

température ambiante en bande X dans des conditions similaires d'enregistrement. Ces deux

exemples illustrent deux cas de figure bien différents. D'une part, une apparente absence

d'effet sur le spectre RPE (vernis no1), du moins une absence de signaux parasites, et d'autre

part une modification complète du spectre RPE (vernis n"2) avec une impossibilité de

mesurer autour de g:2 le RIS ou le MIS (Fig. III.21 et IIL22). Comme le montre la Figure

IIL22,1e vernis no2 induit un signal très large (AHppt :240 mT en bande X) et extrêmement

intense, plus intense de plusieurs ordres de grandeur par rapport aux signaux mesurés dans les

ongles non vernis.
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Figure III.21 ; Spectres RPEautour de g:2 des onglesvernis (vernisn"l de couleurrose et

vernis no2 violet), mesurés en bande X à température ambiante avec une puissance micro-
onde de 2 ml4/.
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Figure III.22 ; spectres RPE d'un prélèvement d'ongle vernis n"2 (violet) mesur,á à

température ambiante a) en bande X et b) en bande Q,, avec une puissance p-onde de 2 mW.

Le vernis no1 n'entraîne pas de modification notable de i'allure du spectre RPE par rapport à

des ongles non vemis, notamment autour de g:2 (Fig. III.21). Si le signal mesuré sur des

ongles vernis avec le vemis n"2 e.t le RIS présentent des caractéristiques spectrales bien

differentes, la superposition de ce signal sur le RIS, du fait de son extrême intensité, rend la

mesure du RIS, généralement de très faible intensité, extrêmement compliquée voire

impossible sans un traitement de la surface des ongles vernis (Fig. III.21). Il n'est pas non

plus envisageable d'utiliser les différences de comportement en fonction de la puissance

micro-onde, notamment en tirant parti des effets de saturatiorr) car, dans tout le domaine de la

puissance micro-onde (0,002-100 mW), le signal lié au vernis reste dominant.
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Des résonances aussi intenses et aussi larges sont diffrcilement explicables avec le

paramagnétisme classique. Comme le montre la Figure III.23, la valeur de g change en

fonction de l'orientation de l'échantillon dans le champ magnétique ainsi que la largeur de

raie (le décalage est d'environ 28 mT entre les deux orientations de l'échantillon dans le

champ magnétique).
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Figure IIL23 ; Effet de I'orientation de l'échantillon dans le champ magnétique sur le spectre

RPE d'une coupe d'ongle (vernis n o2) dont le plan principal est soit orienté parallèlement à
B (0") soit perpendiculairemenî à B (90").

Lorsque l'échantillon est progressivement chauffé (traitement thermique isochrone), on

observe une décroissance de la vaieur de g et également de la largeur de raie et une

augmentation de f intensité de la résonance jusqu'à 160oC. L'ensemble de ces éléments fait

penser à de la résonance ferromagnétique etlou super-paramagnétique. Ces phénomènes

peuvent être observés par exemple dans des matériaux diamagnétiques contenant des

particules d'oxyde de fer de tailles suffisamment réduites. Dans les vernis de couleur sombre,

l'oxyde de fer est utilisé com.me pigment sous le nom de < noir de mars >. L'existence de ces

phénomènes indique que le vernis no2 (violet) contient très probablement des particules

d'oxyde de fer de très petites dimensions. Des mesures de ces ongles ont été réalisées à basse

température (a K) pour vérifîer l'hypothèse du super-paramagnétisme. En dessous de la

tempérafure de blocage (Ts), le phénomène de super-paramagnétisme n'est plus observé.

Dans notre cas, les raies sont toujours observées à basse température. Ce résultat ne nous

permet pas pour autant d'éliminer complètement I'hypothèse du super-paramagnétisme, il
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nous permet juste de proposer que les particules sont très petites et n'induisent pas de

transition vers 1' état ferromagnétique.

Les spectres d'ongles vernís peuvent présenter des signøux pørøsites extrêmement intenses

qa¡ empêchent l'obsewøtion du signøl rødio-índuit. Ces signøux pørøsites sont

probøblement liés à lø présence d'oxyde de fer et ù des phénomènes conjugués de super-

parømøgnétisme et de résonance fenomagnétique.

C.3 Efficøcité et effet de dissolvants sur les composuntes RPE purøsites des

ongles vernis

Dans ce paragraphe, il s'agit d'aborder l'effet de dissolvants sur les spectres RPE, notamment

d'évaluer si l'élimination apparente du vernis permettait l'élimination des signaux parasites

sans modifier les caractéristiques du RIS et du MIS. Avant d'envisager d'utiliser les réactifs

du laboratoire, nous avons d'abord étudié les capacités de dissolvants pour vernis à ongle

vendus dans le commerce. L'effet d'un tel dissolvant est montré sur la Figure lII.24. Le

dissolvant utilisé þrincipalement à base d'acétate d'éthyle) permet d'éliminer la composante

large du signal dû au vernis n"2 qui masquait le RIS. L'ongle vernis a été trempé 5 minutes

dans un dissolvant du commerce et a été mesuré après séchage et sans rinçage supplémentaire.

Autour de g:2, le vernissage puis le nettoyage au dissolvant n'ont pas d'influence sur

l'intensité du signal d'intérêt (Fig. III.25). Néanmoins, on peut noter l'apparition de raies

parasites de part et d'autres du signal d'intérêt, mais qui ne devrait pas pénaliser l'analyse.

Compte tenu des résultats obtenus avec les dissolvants du commerce, il n'a pas été jugé

nécessaire à ce stade d'étudier d'autres produits dissolvants.
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Figure III.24 : Effet du dissolvønt sur le spectre RPE bande X d'ongle vernis (vernis no2),

spectres mesurés à température ambiante avec une puissance micro-onde de 2 mW.
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Figure IIL25 ; Effet du dissolvant sur le spectre RPE bande X autour de g:2.
L',échantillon a été mesuré avant vernissøge, evec le vernis no2 et après nettoyage au

solvant þain de 5 minutes).

L'utilìsøtion des vernis n'est donc ø priori pas rédhibitoire pour l'exploitøtion du signøl

dosímétríque. Døns cette étude préliminøire qui n'ø pu porter que sur deux types de vernis

ù ongle, nous avons vu que les vernis pouvøient soít n'avoir aucune incidence sur lu

mesure du spectre RPE, soit générer des signaux kPE très intenses de nature ù empêcher

l'ønølyse des signøux RPE d'intérêt. Døns le deuxième cøs, l'utilisøtion d'un díssolvønt

permet d'éliminer ce signøl pørøsite sans íncidence sur l'ønølyse des signuux RPE

dosìmétriques.

C.4 Conclusions sur les signaux pørüsítes

Dans l'optique d'une application pour le tri population, les deux principales sources

potentielles de contamination des signaux RPE sont liées à la tabagie et à l'utilisation de

vernis cosmétique. Les quelques ongles de fumeurs étudiés n'ayant pas révélé de signaux

parasites spécifiques, l'étude portant sur l'étude des signaux parasites s'est donc limitée aux

vernis cosmétiques. Les vernis donnent des signatures RPE variables qui peuvent parfois

rendre impossible la mesure des signaux dosimétriques, mais qui peuvent être a priori

éliminés par un traitement chimique adéquat. Si une application pour le tri de population est

envisagée, il conviendra d'étudier dans le détail et de manière plus exhaustive, les

conséquences du vernissage des ongles. Dans le cadre du travail mené dans cette thèse, il
s'agissait de s'assurer que i'application de vernis n'était pas rédhibitoire pour l'application

envisagée, ce qui aurait diminué de facto I'attractivité de la RPE pour le tri de population en

éliminant de son champ d'application une partie significative de la population.

- 
avant vernissage

- 
après dissolvant 5 min

- 
avec vernis n'2

t42



Chupitue III Etudes des signøux RPE intrinsèques et pørasítes de l'ongle

D. CONCLUSION GENERALE

Dans cette partie nous avons identifié dans le spectre des ongles des signaux RPE dits

intrinsèques induits par des ions métalliques (Mn2* et Fe3*). L'identification et la description

de ces signaux étaient un préalable nécessaire à l'étude des signaux induits par irradiation ou

par le stress mécanique. Les connaissances acquises sur ces signaux doivent permettre de

mieux prendre en compte leurs contributions lors de l'analyse des signaux radio-induits. Nous

avons mis également en évidence que l'application de vernis cosmétique était, selon le type

de vernis utilisé, susceptible d'induire des signaux extrêmement intenses. Ces signaux liés à la

présence d'oxyde fer et de phénomènes de super-paramagnétisme et de résonance

ferromagnétique empêchent toute mesure de résonance pffamagnétique. Ces signaux parasites

peuvent être éliminés par l'utilisation de dissolvant. L'utilisation des vernis cosmétiques n'est

donc pas rédhibitoire pour une application de tri de population, ce qui awaít limité

considérablement le champ d'application de la technique RPE.
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Chøpitre IV Les signøux índaits pør le stress mécanique døns les ongles

A. INTRODUGTION

Pour la plupart des matériaux utilisés en dosimétrie RPE, les signaux induits par le stress

mécanique sont généralement de faible intensité et à vie courte et ne sont donc généralement

pas étudiés. Ils ne présentent généralement pas d'enjeu majeur pour l'estimation des doses.

Dans le cas des ongles, le MIS a été, dès les premières tentatives d'utiliser les ongles en

dosimétrie, identifié comme un point bloquant dans le développement d'une méthodologie

d'estimation des doses. En plus de la relativement faible intensité des signaux radio-induits

dans la gamme de dose visée par l'application de tri de population, le MIS rend en effet

encore plus délicate les mesures dosimétriques en venant se superposer aux signaux radio-

induits avec des intensités du même ordre de grandeur. C'est pourquoi, d'un point de we

méthodologique, il était nécessaire, préalablement à l'étude du RIS, de développer une bonne

compréhension de la mécano-chimie des ongles et des signaux RPE associés. Lorsque ce

travail de thèse a débuté, peu de données étaient disponibles sur la mécano-chimie des ongles.

Comme nous le veffons dans ce chapitre, le MIS est beaucoup plus complexe que ce qui

ressort des premières descriptions qui en ont été données. Les differentes composantes qui ont

été identifiées dans ce ftavail présentent notamment des comportements variés

particulièrement du point de vue de leur stabilité. Dans cette partie, il s'agissait dans un

premier temps d'identifier et de caractériser les différentes composantes du MIS et de

préciser, si possible, la naitre des radicaux associés et leur(s) mode(s) de formation. Il

s'agissait également de déterminer la nature du < BG > tel que défini par Symons et al.

(1995), rien n'excluant qu'il ne soit pas également induit par le stress mécanique. Dans un

deuxième temps, il s'agissait de mettre en évidence ies paramètres ayant une influence tant

sur la formation du MIS que sur la stabilité de ses differentes composantes. L'influence de ces

différents paramètres a été étudiée de manière détaillée afin de pouvoir par la suite définir les

conditions optimales de prélèvement, de stockage et de mesure permettant de limiter ou

d'éliminer le MIS.

B, ETUDE ET DESCRIPTION DES DIFFERENTES
COMPOSANTES DU MIS

Dans ce paragraphe, préalablement à l'étude détaillée de chacune des différents composantes

du MIS à l'aide d'expériences très simples, nous mettons en évidence l'origine mécanique des

différents signaux identifiés comme faisant partie du MIS.

8.1 Mise en évidence des principales composanÚes du MIS

La Figure IV. i présente des spectres RPE mesurés à température ambiante en bande X après

deux coupes réalisées sur un même échantillon d'ongle à 24 heures d'intervalle. Sur les deux

spectres RPE mesurés cinq minutes après coupe de l'ongle, on note la présence d'une
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Chøpitre IV Les signøux induits pør le stress mécønique dans les ongles

structure complexe avec une composante à forte anisotropie de facteur g (97:2,055 ;

92:2,025 ; g3:I,998) ainsi qu'une raie composite autour de g: 2, tel que l'avait déjà déøit

Chandra & Symons (1987).

- 
5 min après la première coupe

-24 
hrs après la première coupe

- 
5 min après la deuxième coupe

g1=2,055

10000 =) ,008
005

-1 0000

-20000

-30000

-40000
93=1,998

340 345 350 360

B (mT)

Figure IV.L' Spectre RPE d'un ongle coupé mesuré en bande X à température ambiante à

une puissance micro-onde de 2 mW immédiatement après coupe de I'ongle, après un délai de

24 heures et après une troisième coupe.

La composante avec une forte anisotropie de facteur g présente les caractéristiques spectrales

similaires à celles reportées par Chandra &. Symons (1987). Cette composante est ici

dénommée MISL, pour reprendre la nomenclature des articles récemment publiés sur le sujet.

Comme on peut le noter sur la Figure IV.l, le MIS1 est instable à température ambiante et

décroit complètement après prélèvement dans un délai de 24 heures à température ambiante.

Cette observation est a priori contradictoire à celle de Symons ef al. (1995), pour lesquels le

MIS1 était stable à température ambiante, mais pouvait être éliminé par un chauffage à une

température supérieure à 45"C. Après décroissance complète du MISl et lorsque l'échantillon

est à nouveau recoupé, un spectre RPE identique à celui initialement mesuré après la première

coupe est observé. Ceci confirme bien que le MIS1 est généré par une réaction de mécano-

chimie et qu'il ne s'agit pas d'un signal intrinsèque à l'ongle. Chandra & Symons (1987) ont

postulé que le signal observé autour de g:2 et le MIS1 correspondait en fait à deux

composantes distinctes du MIS. En effet, une structure à forte anisotropie telle que celle du

MIS1 est caractéristique de radicaux soufrés alors que les signaux présents autour de g:2 sont

généralement caractéristiques de radicaux carbonés ou oxygénés. Généralement les radicaux

soufrés ont des temps de relaxation bien plus courts, ce qui permet de les mesurer sans

problème cle saturation clu signal à forte puissance micro-onde, alor;i que les signaux cles

radicaux carbonés ou oxygénés sont déjà saturés. Ainsi, dans notre cas, une variation
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Chupítre IV Les signaux ìnduits pør le stress mëcønique døns les ongles

importante de la puissance micro-onde lors de l'enregistrement du spectre devrait permettre

de mettre en évidence la difference de nature des espèces radicalaires du MIS1 et des signaux

autour de g:2. La Figure IV.2 présente des spectres RPE mesurés en bande Q à différentes

valeurs de puissance micro-onde. A forte puissance micro-onde, comme attendu, c'est le

MIS1 qui domine le spectre RPE, les composantes autour de g:2 étant saturées. A faible

puissance (< 1 mV/), ce sont les composantes autour de g:2 qui dominent le spectre. Ceci

confirme bien que ces deux composantes principales sont de natures differentes.
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Figure IV.2 ; spectres RPE d'ongle stressé m,ácaniquement mesuré en bande Q et à
température ambiante pour différentes valeurs de puissance micro-onde.

Si l'on compare les spectres RPE présentés sur la Figure IV.l et ceux de la Figure IV.2, on

peut noter des différences notables au niveau des signaux mesurés à 9:2,008 et 9:2,004,
notamment en termes d'amplitude en fonction du temps écoulé ou de la puissance micro-

onde. Ces differences nous indiquent qu'ii s'agit probablement de signaux induits par des

radicaux de natures différentes. Une telle variabilité des rapports d'amplitude peut s'expliquer

soit par des taux de réaction de production variables d'un ongle à l'autre, soit par I'instabilité

d'une des composantes ou par des temps de demi-vie differents si les deux composantes sont

instables. Comme le montre la Figure IV.3, ces deux composantes ne sont pas stables à

température ambiante. De la môme manière que pour le MISl, ces données sont en apparente

contradiction avec celles reportées dans la littérature, mais dans les parties suivantes nous

montrerons que f influence des conditions expérimentales peut induire de telles différences de

comportement tant pour le MISl que pour les composantes autout de g:2. Sur la Figure IV.3,

g2=2,024
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g=2,004

/
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Chupitre IV Les signuux induits pør le stress mécanique døns les ongles

on peut noter que la composante du signal à 9:2,008 décroît très rapidement. Après un délai

après coupe inférieur à t heure, celle-ci n'est plus observable, alors que le temps de demi-vie

de la composante instable à 9:2,004 a été estimé pour ces données à 0,7*0,1 heures (Fig.

rv.4).

g=2,004

330 335 340 350 355 360

Figure IV.3 ; Evolution du spectre RPE d'un ongle coupé enfonction du temps écoulé après

la première coz¿pe, mesure réalis,le en bande X à tempéralure ambiante à une puissance

mtcro-onde de 2 mtï/.

Equat¡on: y= A1'expcx'ln(2)/t1) + y0

Ch¡^2/OoF = 0.00255

R^2 = 0.95938
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Figure IV.4 : Décroissance de la composante à g:2,004 mesurée à température ambiante en

bande X sur des ongles prélevés moins de dix minutes avont la mesure. L'intensité du signal
a été mesurée en quadrature de phase pour s'affranchir de la composante g j du MISI.
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Chapitre IV Les signaux induíts pør le stress mécønique duns les ongles

Ces deux composantes sont donc bien liées à des radicaux de nature différente. La

composante à g: 2,004 est nommée par la suite MIS2 et celle à 9:2,008, MIS4.

Il est intéressant de noter que les caractéristiques du MIS2 (9:2,004 et lHpp : 0,8 mT) sont

identiques à celles du signal résiduel mesuré après décroissance de toutes les composantes

instables à température ambiante (Fig. IV.l). Ce signal résiduel mesuré avait été nommé

( BG > (pour Background) par Symons et al. (1995). Si l'on mesure ce signal résiduel après

une première coupe et après une deuxième coupe, on note une augmentation de f intensité du

signal résiduel (Fig. IV.5). Cette expérience montre que le ( BG ) n'est donc pas un signal

purement intrinsèque et qu'une composante significative de ce signal est en fait induite par le

stress mécanique. C'est pourquoi l'étude de ce signal est abordée dans ce chapitre.

- 
Signal résiduel après première coupe

résiduel deuxième cou
1 5000

1 0000

5000

n

-5000
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-1 5000

-20000

-25000

-30000
335 340 345 350 JCC 360
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Figure I't/.5 ; Comparaison des spectres RPE mesuré en bande X à tempërature ambiante, 6

heures après la première coupe et 6 heures après une deuxième coupe.

Le MIS3 correspond à un signal très instable et qui peut être facilement mis en évidence sur

des ongles ayarft subi une couple multiple comme le montre la Figure IV.6. Après une simple

coupe le MIS3 est présent mais est masqué par le MIS2 (Fig. IV.l). Le MIS3 est constitué

d'un doublet (9:2,004 et a:r': 2,0 mT). La présence de ce signal dans les ongles stressés

mécaniquement n'avait pas encore été mise en évidence.
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-1 000

-2000

-3000

335 340 345 350 355 360 365 370
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Fìgure IV.6 : Evolution du spectre RPE d'un ongle enfonction du temps ,écoulé après coupe

multiple. Mesure réalisée en bande X à température ambiante avec une puissance micro-onde
de 2 mW.

Dans les parties suivantes, nous présenterons dans un premier temps les études dédiées aux

composantes les plus instables du MIS (MISI, MIS3 et MIS4) qui au final ne présentent pas

d'inconvénient par rapport aux signaux dosimétriques utilisés. Les singlets (MIS2 et < BG >),

parce qu'ils se superposent aux signaux dosimétriques dans la gamme des doses d'intérêt (0-

100 Gy) feront l'objet d'une étude plus détaillée, notamment dans la perspective de

développer une méthode d'analyse permettant de s'affranchir de leur présence lors de

l' évaluation des signaux dosimétriques.

Døns les mesures kPE d'ongles effectués øprès prélèvement, cinq composantes ont ét¿

ídentffiées comme ìnduites pør le stress mécaníque lors du prélèvement. Troß composantes

prìncipales sont facilement identíJiables døns le spectre du MIS. En plus da MISI
préalablement idenffié døns lø liîtérøture (spectre de poudre avec une forte ønßotropie de

føcteur gj : 2,055 ; g2 : 2,024 ; gr : 11998), nous avons mis en évídence trois autres

composantes ínstøbles à température ømbiante et liées øu stress mécønique, le MIS2

(sínglet, g: 2,004), le MIS3 (doublet, g: 2,004) et le MIS4 (9¡2,025, 92:2,008 et gs:

2,0027). Nous dvons mìs égalemenl en évidence que le stress mécønique est probøblement

I'une des orígines du < BG > tel que déJíni døns lø littérøture.
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Chøpítre IV Les signuux induits pør le stress mécanique dans les ongles

8.2 Etude et description du MlSl

Au début de ce travail, les seules études concernant les signaux induits par le stress

mécanique dans les ongles auxquelles nous pouvions nous référer étaient ceiles publiées par

l'équipe de Symons (Chandra & Symons, 1987, Symons et a1., 1995). Cependant, des

signatures spectrales similaires à celle du MISI, avec des valeurs de g très proches, ont été

mises en évidence dans des ongles inadiés à très forte dose (Gordy, 1955) et également dans

des protéines contenant de la cystéine ou encore dans la cystine (Fig. IV.7). La cystine est

constituée de deux groupements de cystéine liés par un pont disulfure. Dans ces études, ce

type de spectre est généralement associé à la présence de radicaux soufrés.
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g=2,005

g1=1,998
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Figure IV.7 : Spectre RPE de cystine irradiée à 20 Gy mesuré en bande X à température

ambiante à une puissance micro-onde de 20 mW.

La dégradation mécanique de tissus kératinisés par broyage, telles que la soie (Gasymov et al',

Ig92) et la laine (Windle & Wiersema,1964) a été étudiée par RPE. Plusieurs signaux liés au

stress mécanique ont été identifiés, mais aucun ne présentait les caractéristiques du MISI, du

moins dans les conditions expérimentales des études présentées. Nous avons mesuré par RPE,

après simpie coupe, de ia laine, de la soie et des plumes d'oiseaux (constitués de B-kératine)

sans observer un signal induit mécaniquement. De ce point de vue, les ongles semblent donc

très singuliers parmi tous les composés ou matériaux contenant de la kératine. Si des radicaux

soufrés sont mesurés après broyage, par exemple dans la soie (V/indle & Wiersema,1964), ce

n'est pas le cas après coupe. Les propriétés des ongles humains semblent être extrapolables à

335 345

B (mT)
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Chupitre IV Les signaux induits pør le stress mécønique døns les ongles

leur équivalent chez les autres mammiferes, cornme la corne de sabot (Cope et al., 2008) ou

ies griffes (Fig. IV.S) et très probablement d'autres types d'exosquelette kératinisés telles que

les cornes.
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Figure Il/.8 ; spectres RPE mesur,ás en bande Q à température ambiante de griffes de rats
coupés à température ambiante.

Ainsi, pour l'identification de l'espèce radicalaire à l'origine du MISI, nous nous sommes

principalement réferés àlalittérature dédiée à l'étude des protéines et acides aminés iradiés

et aux quelques articles relatifs aux matériaux kératinisés iradiés (laine, soie, etc.), parce que

les caractéristiques spectrales des signaux radio-induits dans ces matériaux étaient très

proches de celles du MISI, bien que le processus de production soit initié de manière

differente. Sur cette base, nous discuterons dans le détail par la suite les differents types de

radicaux envisagés pour le MIS 1. Dans le cas des ongles, c'est la rupture des ponts disulfures

entre les groupements de cystéine adjacents qui a été proposée comme origine la plus

probable des processus menant à la production des espèces radicalaires soufrées induisant le

MIS1 (Chandra & Symons, 1987).

Mais avant de pouvoir étudier dans le détail les differentes propriétés du MIS1, il a été

nécessaire de mettre au point une méthodologie permettant d'isoler cette composante des

autres composantes du MIS, notamment le MIS2, les MIS3 et MIS4 décroissant rapidement.

8.2.1 Mesure sélective du MlSl

Comme nous l'avons vu précédemment, le MIS1 et le MIS2 présentent du fait de la nature

différente des radicaux associés, des comportements vis-à-vis de la puissance micro-onde
I
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Chøpitre IV Les signøux induits pur le stress mécønique døns les ongles

differenciés ; ceci peut être utilisé pour mesurer de manière sélective I'une ou l'autre

composante. La Figure IV.9 présente la variation de l'amplitude pic à pic (Aoo) pour le MIS1

et le MIS2 en fonction de la racine carrée de la puissance micro-onde pour des mesures

réalisées en bande X. Pour le MISI, on note que f intensité du signal augmente linéairement

avec la racine carrée de la puissance sur la gamme de puissance étudiée. Un phénomène de

saturation de l'amplitude du MIS2 est observé à faible puissance micro-onde (> 1 mV/). Il en

résulte que le MIS1 domine le spectre RPE du MIS à forte puissance. A faible puissance,

seules les composantes du MIS autour de g:2, dans notre cas le MIS2, sont mesurées.
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Figure IV .9 : Variation de l'amplitude pic à pic du MISI et des composantes du MIS autour

de g:2 enfonction de la racine carrëe de la puissance micro-onde mesurée en bande X avec

la cavité haute sensibilité (Courbe publiée dans Reyes et al. 2008 dans le cødre de la
collaboration avec USUHS).

L'allure de ces courbes nous renseigne également sur le type de raie RPE (homogène ou

inhomogène). La courbe du MIS2, avec un passage par un maximum, puis une décroissance

de f intensité, est indicative d'une raie de type homogène. Ce type de courbe est mesuré par

exemple avec le DPPH, échantillon de référence, dont la raie est connue pour être homogène.

Cela nous donne également des indications sur les temps de relaxation associés à ces

différentes espèces. Les temps de relaxation du MIS1 sont donc plus courts que ceux des

différentes composantes du MIS autour de g:2. Les temps de relaxation associés à ces

espèces ont été mesurés par RPE pulsée (méthode dite d'inversion récupération pour T1 et à

écho de spin pour T2) à basse température (20 K). Les temps de relaxation Tr et Tz associés au

MISi sont de 2,5 et 0,027 ps, et de 2I et 0,3 irs pour la composante autour de g:2

principalement constituée du MIS2.
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Chøpitre IV Les signuux induits par le stress mécønique dans les ongles

Pour obtenir uniquement le spectre RPE du MISI, compte tenu du comportement différencié

du MISI et des autres composantes du MIS vis-à-vis de la puissance micro-onde, nous avons

appliqué la méthode développée par Ignatiev et al. (1996) pour séparer les différentes

composantes du signal RPE de l'émail dentaire (Fig. IV.10). Il s'agit de soustraire au spectre

enregistré avec une forte puissance micro-onde un spectre mesuré à plus faible puissance.

Comme on peut le noter sur la Figure IV.9, il est possible pour deux valeurs de puissance

micro-onde très différentes (1 et 16 mW), d'avoir une même amplitude du signal à 9:2,005.
Ainsi, en soustrayant au spectre mesuré à forte puissance le spectre mesuré à faible puissance

on obtient le spectre RPE correspondant au MISI. Cette technique permet d'obtenir

simplement le spectre RPE du MISI. A puissance maximale, si le MIS1 domine

complètement le spectre RPE mesuré, les effets d'élargissements des raies ne permettent pas

d'obtenir un spectre RPE aussi bien défini, et la ligne de base peut être affectée du fait de la

présence de signaux parasites qui apparaissent à ces fortes puissances, tels ceux liés à la

présence de I'ion Fe3* (chapitre III). Les mesures réalisées à 1 et 16 mW constituent le

meilleur compromis. Cette technique n'a pas pu être appliquée en bande Q, car à cette

fréquence il est difficile de coupler de manière critique la cavité au pont hyperfréquence, ce

qui ne permet pas de mesurer l'échantillon à dif,ferentes puissances avec le même facteur de

qualité.
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Figure IV.I0 : Isolation de la composante MISI par la méthode d'Ignøtiev et al. (1996).

Nous avons également utilisé au cours de cette étude une autre méthode pour mesurer de

manière sélective les composantes du spectre en fonction de leurs temps de relaxation. En
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Chøpitre IV Les sígnaux induits par le sfress mécønique dans les ongles

réalisant des mesures en quadrature de phase avec la modulation, il est possible de ne détecter

que les signaux des espèces paramagnétiques possédant des temps de relaxation suffìsamment

longs. Compte tenu des temps de relaxation mesurés avec la RPE pulsée, il est ainsi a priori

possible de sélectionner les composantes du MIS autour de g:2 en réalisant une mesure en

quadrature de phase. La Figure IV.l1 présente l'application de cette technique à des spectres

RPE mesurés en bande Q. Ce principe a déjà été utilisé par sxemple pour mesurer les centres

E' dans des verres ou du charbon (Ikeya, 1993). Nous utiliserons ultérieurement cette

technique lors de la réalisation des courbes de traitement thermiques isochrones et

isothermales du MIS1 et des composantes autour de g:2, ou de l'étude détaillée des

paramètres influant sur l'intensité du MIS.
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Figure IV.1 L' Spectres RPE d'un prélèvement d'ongle fraisé mesuré en bande Q à 10 mW

øvec des phases respectivement égales à 0o et 90" et une fréquence de modulation de 100

kHz.

8.2.2 Description générale du spectre RPE du MlSl

Si en bande X comme en bande Q, la structure générale de spectre de poudre est parfaitement

identifiée ayec gr:2,055, 92=2,024 et g3:1,998, il y a cependant une difference notable entre

les spectres mesurés à température ambiante à ces deux fréquences.

En bande X, la composante 92 présente un dédoublement, qui est très bien mis en évidence

par des mesures réalisées en deuxième harmonique (Fig. IV.12). Sur la Figure IV.I2,le ÂB
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Chapitre IV Les signøux induits pør le stress mécanique dans les ongles

entre les deux raies de la composante g2 estimé sur le spectre RPE mesuré en deuxième

harmonique vaut 0,8 mT. Ce dédoublement a été également reporté par Chandra & Symons

(1987) avec une valeur proche (0,85 mT) et il est égaiement présent dans un certain nombre

de protéines irradiées présentant le même type de spectre RPE comme la BSA I ou la

ribonucléase par exemple (Henriksen et a1., 1963).
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Figure lV.12 ; Mesure en première et deuxième harmonique d'un ongle stressé

mécaniquemenî réalisé en bande X à temp,érature ømbiante.

En bande Q, que ce soit en première ou deuxième harmonique en phase avecla modulation,

ce dédoublement n'est pas observé, du moins à température ambiante. Cette absence de

dédoublement de la raie Ez en bande Q, ne permet pas de conclure quant à la nature de ce

dédoublement, à savoir s'il s'agit ou non d'un couplage hyperfin ou d'un signal additionnel

étranger au MIS1.

L'interprétation de ce dédoublement est susceptible de fournir des informations utiles à

f identification de l'espèce radicalaire du MIS1, notamment s'il s'agit d'un couplage hyperfin.

En complément des mesures réalisées en deuxième harmonique en bandes X et Q à

température ambiante, il a été possible de réaliser des mesures à basse température en bande

Q en onde continue et de RPE pulsée de type HYSCORE. La technique HYSCORE permet

d'étudier le couplage de l'électron non appaÅé avec des noyaux de son environnement.

Dans des conditions précises de température (entre 100 et 200 K) et de puissance micro-onde

(< 1 m'W), nous avons pu observer ce dédoublement en bande Q en première harmonique (cf.

I Bovine Serum Albumin
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Chapitre IV Les signøux induíts par le stress mécøníqae dans les ongles

Figure IV.13). A plus basse température, la relaxation est plus longue, ce qui a pour effet de

diminuer la largeur de raie. Le AB entre les deux raies sur la composante g2 est égale à 0,8

mT, ce qui est très proche de la valeur mesurée en bande X. Ceci nous indique qu'il s'agit

donc bien d'un couplage hyperfin du radical soufré à l'origine du MISI. L'impossibilité de

mettre en évidence ce dédoublement à température ambiante en bande Q est donc lié a priori à

l'élargissement des raies du MIS1 avec l'augmentation de fréquence (effet de désordre). Pour

les autres composantes g1 et g¡ du MIS, en bande Q à basse température comme en bande X,

il n'est pas possible de résoudre ce couplage.
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Figure |V.13 : Spectre RPE d'ongle stressé mécaniquement à température ambiante mesuré

en bande Q à une température de 200 K à 0,2 ml4/.

Il est intéressant de noter, sur la Figure IV.13, que le MIS2 présente une allure singulière de

spectre d'absorption. Lorsque la température de mesure décroît, le MIS2 est mesuré dans des

conditions de passage rapide adiabatique. Ces conditions apparaissent à plus basse

température (<100K) pour le MiS1, ce qui nous empêche de mieux mettre en évidence le

couplage hyperfin pour des températures inférieures à 100 K. L'apparition du passage à des

températures différentes confirme que les espèces radicalaires associées au MIS1 et au MIS2

sont bien de natures différentes.

Le spectre HYSCORE présenté sur la Figure IV.14 a été mesuré sur la composante 92 du

MIS1 à 30 K. Sur ce spectre on note un signal à 15 MHz qui est la fréquence caractéristique

du proton (15,1 MHz) (Weil et al., 1994), En plus du signal centré sur i5 l./.Hz, attribuable à

des protons distants, on peut observer deux lobes de part et d'autre de I'axe d'iso-fréquence

(vr:vz) caractéristique d'un couplage hyperfin avec ces protons. Ce couplage est relativement

faible et peut être considéré comme majori.girement isotrope du fait de la symétrie de ces
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Chøpitre IV Les signøux induíts pør le stress mécønique døns les ongles

lobes. L'ensemble de ces mesures nous indique que le dédoublement observé sur la

composante g2 est bien lié à un couplage hyperfin avec un proton.
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Figure lV.14 : Spectre HYSCORE mesuré sur la composante Sz du spectre du MISI à 4 K
pour r:200 ns.

Le dédoublement observé sur la composunte gz du MISI est lié ù un couplage hyperJin da

radicøl avec un proton,

8.2.3 ldentification et étude des paramètres influant sur la relation entre
stress mécanique et intensité du MlSl

Dans le deuxième paragraphe de ce chapitre, nous présentons la mise en évidence d'un lien

entre le stress mécanique (coupe ou fraisage) et la présence du MIS 1. Dans cette partie, nous

décrivons de manière détaitiée ce lien et nous mettons en relation les effets observés sur le

MIS1 avec la description histologique des ongles. L'interprétation de ces données nous

permettra par la suite de confirmer les hypothèses sur la nature des radicaux soufrés et sur leur

processus de formation.

8.2.3.1Mise en évidence de lu proportìonnalilé enlre íntensilé du

MISL et stress mtícanique

Dans une première expérience, nous avons étudié la variation de I'intensité du MIS1 en

fonction de la longueur de coupe réalisée. Afin de conserver la même géométrie de mesure

dans la cavité, les coupes ont été réalisées parallèlement au bord libre. Un ongle a été

20

N

= I

4

4

tH
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Chøpitre IV Les sígnaux induits pør le stress mécanique døns les ongles

successivement divisé par coupe en deux parties, puis en deux fragments (Fig. IV.15), puis en

quatre et dix fragments. Sur la Figure IV.16, est reportée l'intensité du MIS1 en fonction du

nombre de fragments de l'ongle. On observe une relation linéaire entre le stress mécanique

induit par la coupe de I'ongle et l'intensité du MIS 1.

Figure IV.I5 ; Mode opératoire pour l'étude de Iavariation d'intensité du MISI enfonction
de la longueur de coupe.
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Figure |V.16 : Variation de I'intensité du MIS| enfonction de la longueur de coupe dans

l 
"échantillon 

d' ongle.

B.2.3.2lnfluence de l'orientution de lø coupe de I'ongle sur lu
production du MISL

Comme nous l'avons vu dans la partie descriptive des ongles (chapitre II), leur structure

permet de limiter les fractures de l'ongle vers la matrice et de les orienter préférentiellement

vers les bords latéraux, ce qui implique que l'énergie à foumir pour briser la structure de

l'ongle est plus importante dans la direction perpendiculaire au bord libre que dans la

direction parallèle (Fig. IV.17). La solidité de l'ongle étant assurée par ies ponts disulfures, le

nombre de liaisons à casser sera donc plus important dans la direction perpendiculaire au bord
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Chupitre IV Les signøux induits pør le stress mécunique døns les ongles

libre. On peut donc s'attendre à ce que f intensité du MIS1 qui est a priori proportionnelle au

nombre de liaisons rompues, soit plus intense à longueur de coupe égale dans la direction

perpendiculaire que dans la direction paralièle au bord libre (Fig. IV.17).

Axe de coupe
parallèle au bord libre

Bord liþre

Y

Axe de coupe
perpendiculaire au bord libre

Prélèvement d'ongle

Figure |V.17 ; Schéma indiquant les deux axes de coupes réalisés sur les prélèvements
d'ongles.

La Figure IV.i8 permet de comparer l'intensité du MIS généré selon que l'ongle est coupé

parallèlement ou perpendiculairement au bord libre comme indiqué sur le schéma de la Figure

IV.I7. Comme l'analyse de la structure de l'ongle nous permettait de le prédire, l'ensemble

des composantes du MIS est plus intense lorsque la coupe de l'ongle est effectuée

perpendiculairement que parallèlement au bord libre. La géométrie de mesure est différente

dans les deux cas : ongle 16 mm de long et2 mm de largeur pour la coupe parallèle au bord

libre et 5 morceaux de 2 mm de largeur pour la coupe perpendiculaire au bord libre. Si une

correction devait être apportée par rapport à la géométrie de la mesuÍe dans la cavité, elle ne

compenserait pas l'écart observé en termes d'intensité. La longueur de coupe étant identique

pour les deux orientations, la différence d'intensité indique que le nombre de liaisons

disulfures détruites est plus important perpendiculairement que parallèlement au bord libre.

Ce résultat montre bien qu'il y a une orientation préférentielle des fibres de kératines dans

l'ongle. Ce résultat est cohérent avec la description histologique de l'ongle.
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Etalon int

MIS 1

rne de MgO

- 
coupe perpendiculaire au bord libre

- 
coupe parallèle au bord libre

Mts 2+3+4

330 335 340 345 350 355 360 365

B (mT)

Figure Il/.15 : Comparaison de I'intensité du signal d'origine mécanique pour deux

orientations de coupe de l'ongle ; parallèle et perpendiculaire au bord libre. La longueur de

coupe totale pour les deux orientations est de 1,6 cm avec une mesure réalisée dans un délai
inférieur à I minute après la coupe.

D'après la littérature, parmi les trois couches de l'ongle, seules les micro-fibrilles de la partie

intermédiaire présentent une orientation préferentielle (parallèle au bord libre), les deux autres

couches (dorsale et ventrale) ne présentant aucune orientation spécifique des fibres de

kératines. Dans les deux cas présentés sur la Figure IV.18, les couches dorsaies et ventrales

contribuent donc de la même manière au MIS pour les deux orientations de coupe. On peut

donc en déduire que la contribution des couches dorsale et ventrale est inférieure ou égale à

I'intensité mesurée pour ia coupe parallèle au bord libre. La contribution de ces deux couches

dans le spectre RPE produit pour une coupe perpendiculaire au bord libre est donc

relativement faible. C'est donc bien dans la couche intermédiaire que sont

majoritairement situés les radicaux libres induits par le stress mécanique pour la coupe

perpendiculaire au bord libre.

Si l'on considère uniquement les radicaux soufrés du MIS1, ceci implique que c'est donc bien

dans la couche intermédiaire que le nombre de ponts disulfures est le plus élevé, colnme

supposé dans la littérature. Il peut paraître surprenant à première vue qu'une coupe avec un

axe perpendiculaire à l'orientation des fibres de la partie intermédiaire induise le signal le plus

intense. Le nombre de liaisons selon l'axe perpendiculaire aux fibres élørrt a priori moindre,

on pourrait donc s'attendre à un résultat inverse comme le montre la Figure IV.19. Compte

tcnu quc lcs liaisons disulfures et les liaisons ioniques de terminaison des hétérodimères sont
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Chøpitre IV Les signaux índuits par le stress mécøniqae duns les ongles

moins énergétiques que les liaisons entre les acides aminés formant le polypeptide, on peut

penser que lors de la rupture de la structure de la kératine, les chaînes polypeptidiques et les

micro-fibrilles, plutôt que d'être systématiquement scindés, peuvent être également

désolidarisés des chaînes ou micro-fibrilles adjacents. Il est difficile a priori de déterminer s'il

y a un mode prépondérant de rupture de la structure. Si l'on considère l'hypothèse précédente

alors le nombre de liaisons disulfures rompues est effectivement beaucoup plus important

pour I'axe de coupe perpendiculaire que pour 1'axe de coupe parallèle (Fig. IV.19).

Cette hypothèse implique que dans le cas du MISI, ce sont donc plutôt des ruptures

homol¡iques directes des liaisons S-S ou la rupture des liaisons C-S qui sont à l'origine de la

formation du MISI. Dans la suite de l'étude seront détaillés les mécanismes réactionnels

pouvant mener aux radicaux observables par spectroscopie RPE à température ambiante, et

responsables des différents composantes du MIS.

Bord libre

, _J-.. I L I- I

Microfibrilles

hétérodimères

Rupture des liaisons
disulfures au niveau des

hétérodimèrcs

Rupture des liaisons
disulfures au niveau des

microfibrilles

Liaison S-S

RSS"

Figure IV.I9 : Schéma déøivant la rupture des liaisons disulfures selon l'axe perpendiculaire
au bord libre.

En conclusion de cette partie, il ressort que le prélèvement des ongles tel qu'il est effectué

(coupe parallèle au bord libre) est la configuration qui génère le moins de MIS lors du

prélèvement. Au cours de la préparation des échantillons pour la mesure, afin de limiter la

production du MIS qui peut être pénalisant pour l'estimation de I'intensité du RIS, il
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Chapitre IV Les signaux ìnduits pør le stress mécaníque døns les ongles

conviendra d'éviter de recouper le prélèvement d'ongle surtout selon un axs perpendiculaire

au bord libre. Même si du point de vue de la mesure, il est préférable d'avoir un échantillon

plus densément réparti au centre de la cavité résonante, néanmoins, pour limiter la production

de MIS, il est au final préferable autant que possible de mesurer les prélèvements dans leur

intégrité sans autre coupe supplémentaire.

L'intensité du MIS est proportionnelle à longueur de coupe, møís également fonctíon de

I'orientatíon de lu coupe réølísée. L'orientøtion de coupe pørallèle øu bord líbre est celle

qui génère le moins de rødicøux.

8.2.3.3 Influence de l'humidiré de I'ongle sur la production du MISI

Après prélèvement de l'ongle, le spectre RPE de l'échantillon prélevé présente un signal RPE

intense qui est lié à l'effet du stress mécanique produit lors du prélèvement. Nous avons pu

observer que les ongles les plus souples ou pouvant être déformés sans occasionner de rupture

du prélèvement, présentent généralement un MIS de plus faible intensité que les ongles

présentant une plus grande rigidité de structure. I1 est évident que l'épaisseur de l'ongle peut

jouer à la fois sur ia rigidité de l'ongle et donc sur la production du MIS qui en découle. Un

ongle plus épais est susceptible en théorie de donner un MIS plus intense du fait du plus grand

nombre de liaisons disulfures rompues par millimètre de coupe.

Par ailleurs, il est connu que les ongles peuvent présenter des propriétés de souplesse ou de

dureté très différentes d'un donneur à l'autres (Fanan et a1.,2007). 11 est très possible que,

dans ce cas, des variations de la densité de liaisons disuifures soient responsables des

variations de dureté observées. Un paramètre qui joue également sur la solidité de l'ongle est

son taux d'humidité. Un bain prolongé d'un ongle dans de I'eau rend ce dernier extrêmement

souple et celui-ci peut parfois être non plus coupé, mais simplement déchiré telle une feuille

de papier. Dans le cas d'ongles < sur-hydratés > par rapport aux taux normaux habituellement

constatés in vivo, compte tenu des qualités de souplesse de l'ongle, on peut se demander si la

production de MIS ne pourrait pas être diminuée.

Sur ia Figure IV.20 sont présentés des spectres RPE mesurés après prélèvement, pour des

ongles ayarßpréalablement subi in vivo un bain dans de l'eau d'une durée de 5 et 10 minutes'

On peut noter sur ces deux spectres que la plupart des composantes du MIS habituellement

mesurées après prélèvement ne sont pas observées (MISI, MIS2, MIS3, MIS4).
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Figure II/.20 : Effet sur le spectre RPE mesuré juste après coupe, d'une humidification in vivo
des ongles d'une durëe de 5 et l0 minutes préalablement au prélèvement. Mesures réalisées
en bande X à température ambiante et à une puissance micro-onde de 20 m'W. Les raies du

Mn2* proviennent d'un étalon de MgO:Mn placé dans le bas de la cavité.

Il semble donc qu'une humídíJîcution in vivo de l'ongle permette de limíter, voire de

prévenir laformation des espèces rødicølaires du MIS. Ce résultat devra probøblement être

intégré lors de la mise aa poìnt des procédures de prélèvement des ongles.

8.2.4 Etude de la stabilité du MlSl

Dans ies paragraphes précédents nous avons déjà évoqué l'instabilité du MISI. Dans ce

paragraphe nous étudierons de manière plus systématique les phénomènes de décroissance du

MISI, notamment en fonction des paramètres environnementaux tels que I'humidité et la

température.

8.2.4.1 Influence de I'humidité sur lu støbilité du MISI

L'un des principaux résultats obtenus au cours de cette thèse est la mise en évidence de

I'action de l'humidité, notamment sur les difTérentes composantes du MIS et notamment sur

le MIS1 (Trompier et a1.,2007 et2009). Nous avons vu précédemment que le MIS1 mesuré

sur des ongles fraichement prélevés décroît complètement en environ six heures. Sur des

ongles déshydratés, la cinétique de décroissance du MIS1 est comparativement extrêmement

lente, la stabilisation du MIS1 est observée au bout de vingt heures et le MIS1 ne décroît pas

complètement (Fig. IV.21). Le meilleur ajustement des données expérimentales (R2:0,99) est

obtenu par la somme de deux fonctions de cinétique de décroissance de premier ordre. Les

deux demi-vies ainsi calculées pour les ongles prélevés sur un même donneur sont

respectivement de T1:0,6 heure etT,2:5,3 heures pour les ongles déshydratés à comparer avec

350
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Chøpitre IV Les sìgnuux induits pør le stress mécanique dans les ongles

des valeurs de t1:0,1 heure et de T2:0,7 heure obtenues pour le taux normal d'hydratation.

Ces résultats tendent à montrer que la teneur en eau de l'ongle a une influence notable sur la

cinétique de décroissance du MIS 1.

Bien que la cinétique de décroissance du MIS1 mesurée présente deux composantes,

l'explication semble davantage résider dans un phénomène de déshydratation au cours du

temps lors de la mesure, que par la présence de deux espèces radicalaires distinctes. On peut

également envisager le fait que les espèces radicalaires, bien que localisées au niveau du bord

de coupe, soient néanmoins réparties à une certaine distance dans l'épaisseur de l'ongle, ce

qui implique des probabilités de réaction avec I'humidité de l'air differentes seion la

localisation, les radicaux en surface réagissant de manière prépondérante avec des cinétiques

plus courtes. Le fait que le MIS1 ne décroît pas complètement dans des ongles déshydratés

accrédite cette hypothèse. Les radicaux situés à une certaine distance de la coupe dans la

matrice de l'ongle ne réagissent pas ou très faiblement avec l'humidité de l'air.

0,8

o
Ë 0,6
(ú

E
I o,+

1,0

0,2

0,0

o Ongles normalement hydratés
o Onqles déshvdratés

Onales nomalement hvd.alés
Equation: y = A1*exp(-x'ln(2)/tl) + A2.exp(-x-ln(2)/t2) + y0

R^2 = 0,99796

y0

t1

Þ4.

e

0,03 * 0,01
'1,52 r 0,'18
0,1 1 r 0,02

0,60 * 0,07
0,69 I 0,08

onoles déshvdratés
Equationr y = A1'exp(-x*ln(2)it1) + A2.exp(-x.ln(2)^2) + y0

R^2 = 0,99827

y0 0,30 t 0,01

A1 0,41 r 0,02

t'l 0,60 t 0,05
þ2 0,38 r0,02
12 5,25 L036

0 5 10 15 20 25 30 35

Temps écoulé (heures)

Figure IV.2l : Comparaison de la décroissance du MISI a) pour un ongle normalement
hydraté b) pour un ongle déshydraté. Mesures réalisées à température ambiante en bande X à

une puissance de 20 mW.

L'effet de l'humidité sur la stabilité du MISl permet d'expliquer les différences d'observation

quant à la stabilité du MIS1 entre notre étude et celles réalisées par l'équipe de Symons

(Chandra & Symons, 1987). En effet, Chandra & Symons (1987) n'avait pas noté de

décroissance du MISl à température ambiante. On peut supposer que cette précédente étude a

probablemerrt &é réalisée sur des ongles déshydratés. Il n'est donc pas étonnant qu'aucune

décroissance notable du MIS1 n'ait été observée. Les ongles laissés à l'air libre se

déshydratent très rapidement (perte de l'ordre de 5o/o en masse de I'ongle en t heure).
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Afin de mettre en évidence le rôle de la teneur en eau dans le phénomène de décroissance du

MISi, un ongle stressé mécaniquement a été mesuré avant et après avoir été trempé pendant

quelques secondes dans de l'eau distillée. On peut noter sur la Figure IY.22, que le MIS1

réagit fortement avec l'eau, un contact avec de l'eau pendant quelques secondes suffit à

éliminer le MIS 1. On peut supposer que les espèces radicalaires liés au MIS sont localisées à

la surface du bord de coupe. En effet, dans de nombreux matériaux (émail dentaire, verie,

etc.), les espèces paramagnétiques induites par un stress mécanique sont localisées au niveau

de la surface de l'échantillon (Walters G. & Estle T.L.,1961; Arends et al., 1963). Pour le

vérifier, nous avons humidifié à I'aide d'un pinceau uniquement le bord de coupe (cf. Figure

IV.23) et comme le montre la Figure IV.22, un résultat similaire à l'expérience précédente

(bain) est observé. Ce résultat confirme que les espèces radicalaires associées au MIS1 sont

localisées le iong de la coupe de l'ongle.

- 
après coupe

- 
après humificiation du bord de coupe

- 
après humidification de I'ensemble de I'ongle

-1 000

-1 500

355
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Figure 1V.22 ; Effet d'une humidffication de quelques secondes d'un ongle stressé

mécaniquement, mesure r,áalisée en bande X à temp'érature ambiante à une puissance micro-
onde de 2 mW a) humidification du bord de coupe, b) humidification de toute la masse de

l'ongle.

Figure 1V.23 : Humidification du bord de coupe à I'aide d'un pinceau humide.

1 000

500

0

-500

..1
q
l

c0

E

350340335

r70
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Ces données indiquent que l'espèce radicalaire induisant le MISl réagit fortement avec l'eau

et que le ou les produits des réactions radicaiaires ne sont pas détectables par spectroscopie

RPE, du moins dans nos conditions de mesure. Il faut noter que si l'influence de l'humidité

n'a pas été mis en évidence préalablement à cette étude, Symons et al. (1995) avait néanmoins

testé l'effet d'un solvant (thioglycollate) sur le MIS. Ce solvant avait un effet similaire à I'eau

sur le MISl.

L'inflaence de I'humidíté n'øvøit pøs été étudiée jusqu'ù présent, et aussi sìmple que puisse

pøraître ce résultat, c'est I'une des clés essentíelles de lu compréhension des mécanßmes

radicøløíres dans les ongles et l'un des parømètres essentiels ù møitríser pour la

p rép arøtio n des é c h untíllo ns.

8.2.4.2Influence de Iu tempérøture sllr Iø stabilíté du MISI

La température est le second paramètre ayant une influence notable sur la décroissance du

MISI. Les Figures IV.24 et IV.25 présentent les courbes de décroissance isothermes et

isochrones de I'amplitude du MIS1 pour différentes températures de stockage des ongles.

Afin de tenter de s'affranchir du paramètre humidité, ces mesures ont été réalisées sur des

ongles préalablement déshydratés provenant d'un même donneur. On peut noter sur la
Figure IV.24 que la cinétique de décroissance augmente avec la température. Les valeurs

expérimentales sont ajustées au mieux avec deux fonctions de décroissance d'ordrel. Nous

avons pu observer que les deux coefficients de vitesse kursl et k'¡a151 augmentent avec la

température. Cependant, les valeurs expérimentales ne suivent pas la loi d'Anhenius, qui

permet de relier les coefÍicients de vitesse à l'énergie d'activation de la réaction suivant une

fonction variant coÍrme l'inverse de la température. Il est fort probable que des taux

d'humidité résiduelle differents dans les échantillons étudiés puissent affecter de manière

différenciée les vitesses de décroissance du MISI. De plus, le taux d'humidité des ongles

varie pendant le chauffage.

L'influence de l'humidité empêche donc d'étudier dans le détail l'effet de la température sur

la décroissance du MISI. Il s'agissait principalement de mettre en évidence un effet de ia

température susceptible d'être utilisé dans l'élaboration d'une stratégie d'élimination sélective

de la contribution du MIS pour estimer au mieux les composantes les plus stables du RIS. A
ce titre, l'étude de l'effet de ia température a été complétée par l'établissement d'une courbe

isochrone (Fig. IV. 25). De la même manière, cette courbe est donnée à titre indicatif et il
n'est pas évident que d'autres échantillons présentent des comportements rigoureusement

similaires. Les données présentées sur la Figure IV.25 corroborent l'instabilité du MISl pour

des températures supérieures à 45"C reportées par Chandra & Symons (1987). Après le palier

à 100oC, le MISl est complètement éliminé.
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8.2.5 ldentification des espèces radicalaires associés au MlSl

Comme nous l'avons vu dans le chapitre II, I'ongle est composé de trois couches. C'est dans

la couche intermédiaire que l'on trouve la concentration la plus importante de ponts disulfures

entre les groupements cystéines adjacents. Dans les couches dorsale et ventrale, il y a très peu

de liaisons de ce type, mais un nombre important de groupement latéraux. Lorsqu'un même

stress mécanique est appliqué aux différentes couches, seuls les spectres RPE de la couche

intermédiaire présente les caractéristiques du MIS 1. Sur les autres couches, aucun signal

additionnel n'est mesuré. Cette observation nous indique donc que c'est bien la présence des

ponts disulfures qui est à l'origine de la formation des radicaux du MISI. Les processus de

formation du MIS1 et des autres composantes du MIS seront explicités dans le paragraphe

8.6.

Des signaux RPE avec des caractéristiques similaires à celles du MIS1 ont été reportés dès les

années soixante uniquement dans des composés chimiques ou des protéines inadiées

contenant de la cystéine. Seules les protéines, telles que par exemple la gliadine, la

ribonucléase, la chymotrypsinogène ou la lysozyme contenant des quantités significatives de

cystéine (> 2% en rnasse) présentent la signature caractéristique du MIS 1 (Patteri & Gordy,

1964). Le radical a été dans un premier temps interprété comme un radical de type RSo

(Patten & Gordy, 1964; Shields & Hawick, 1970). Les composés sans cystéine mais

contenant de la méthionine (deuxième acide aminé soufré), ne présentent pas ce type de

signature (Shield & Gordy, 1974). Contrairement à ia cystéine, il n'y a pas de création de

liaison disulfure entre deux groupements méthionines adjacents. Ceci confirme bien que

l'origine du MIS1 est liée à la présence de ces liaisons disulfures entre groupements de

cystéines.

Shield & Gordy (1974) ont montré avec une étude sur le couplage avec 33S que ce type de

structure était lié à un radical contenant deux atomes de soufre. Ce résultat est cohérent

avec une origine liée aux ponts disuifures. Deux hypothèses ont été formulées concernant le

radical à l'origine du MIS1.

D'après Symons et al. (1995), le rudical associé au MIS1 serait de type ns-sl'avec R

correspondant à un groupement alkyl et R' à un atome d'hydrogène, plutôt qu',fn radical

perthiyl (RSS"), notamment du fait de la présence d'un couplage hyperfin avec le proton en

R' (visible sur la composante 92 du MISI). Cependant, dans de nombreux travaux portant sur

des protéines contenant de la cystéine ou des cristaux de cystéine inadiés, présentant des

signatures identiques, c'est l'hypothèse du radical perthiyi qui était privilégiée. Ainsi par

exemple, d'après Hadley & Gordy (1974), les radicaux formés sous irradiation dans des

cristaux de cystéine sont de la forme RSS'. Cette hypothèse a été reprise dans de nombreux

travaux concernant l'étude de composés ou protéines irradiés contenant de Ia
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cystéine (Tab. IV.1). Dans une étude récente, des calculs quantiques par DFT2 et MSCF3, ont

confirmé l'hypothèse du radical perthiyl (RSS') (Engström et a1.,2000). En effet, les valeurs

de g mesurées pour le MIS1 ou le signal équivalent produit sous irradiation correspondent à

celles calculées pour le radical perthiyl. Les valeurs calculées pour le radical cation ou radical

anion sont significativement différentes notamment pour la composante 93.

Précédemment nous avons bien confirmé la présence d'un couplage hyperfin avec un atome

d'hydrogène sur la composante 92 du MIS 1. Cependant, il n'y a pas a priori de contradiction,

comme l'affrrmait Symons, avec l'hypothèse du radical perthiyl. En considérant que

l'électron est localisé sur une orbitale n, probablement perpendiculaire au plan CSS, le

couplage peut intervenir dans ce cas avec les deux atomes d'hydrogène du groupement

(CH2). Dans le cas du radical perthiyl, Engström et al. (2000) ont calculé une constante de

couplage hyperfin avec les deux protons égale à 0,9 mT, ce qui est cohérent par ailleurs avec

les valeurs mesurées sur le spectre du MIS1 et celles de Chandra & Symons (1987).

Du point de vue de la structure de l'ongle, le cisaillement des filaments et des chaînes

polypeptidiques induit des ruptures des ponts disulfures qui assurent la rigidité de la structure.

Sans commencer à détailler les processus de formation des radicaux soufrés du MISI, les

radicaux a priori formés suite à la scission sont de la forme RS" ou RSS., selon qu'il s'agit de

rupture des liaisons S-S ou C-S. Dans ce cas, il est difficile d'envisager un mécanisme

réactionnei pouvant alors mener àla formation d'un radical anion ou cation comme suggéré

par Symons et al. (1995), alors que les mécanismes menant à la formation du radical perthiyl

à partir du radical thiyl sont connus (Akasaka et a1.,1964).

Sur la base des données calculées par Engström et al. (2000), nous avons simulé le spectre

RPE du radical perthiyl. Les valeurs de g calculées ne permettaient pas de simuler de manière

fidèle le spectre RPE mesuré. Il a été nécessaire d'ajuster les valeurs de g pour obtenir un

meilleur accord, comme le montre la Figure IV.26 pour un spectre simulé en bande X.

I1 faut noter que les valeurs utilisées pour la simulation restent néanmoins compatibles avec

les valeurs de g commilnément reportées dans la littérature pour le radical perthiyl

(Tab. IV.l). Les simulations réalisées en bande Q avec les mêmes paramètres que ceux

utilisés pour la simulation bande X permettent également de reproduire les spectres RPE

mesurés à cette fréquence. Le fait que le jeu de paramètres utilisé permet de reproduire les

spectres mesurés, tant en bande X qu'en bande Q, confirme que l'hypothèse du radical

perthiyl est la plus vraisemblable.

'DFT : Density Functionnal Theory, méthode utilisée dans les calculs quantiques de la structure électronique de

la matière (atomes, molécules, solides)

' ir¿SCF : MultlConfigurational Self-Consistent Field, méthode alternative aux calculs par DFT
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Tableau IV.I : Principales valeurs de g issues de la littérature pour des ongles stressés

mécaniquement ou irradiés ainsi que celles de composés soufr,és irradiés avec l'espèce
radicalaire associée.

Référence
Nature du

composé

Principales valeurs du tenseur

ob
Radical

Symons et ø1., 1995 Ongles stressés 2,065 2,025 2,000 RS = S(I{)R

,R,S = SrR-

et

Nelson et al., 1977 2,058 2,025 2,001 ,RS = SA'R

Engström et al., 2000 Simulation 2,047 2,017 2,002 CH35 - SCH;

Planar trans confi guration

Simulation 2,031 2,020 2,002 CH 35 ' SCH|

Planar cis configuration

Simulation 2,028 2,009 2,002 CH.S = SCHt

Planar trans configuration

Bonazzola et al., 1984 Cysteamine 2,059 2,023 2,007 RCH2SS'

Bonazzola et al., 1984 Dithiane 2,059 2,028 2,007 RCH2SS'

Parast et al., 1995 Cysteine 2,057 2,023 2,000 RCH2SS'

Hadley&Gordy, 1975 Cysteine

hydrochloride

2,055 2,023 1,998 RCH2SS'

Hadley&Gordy, 1975 N-acetyl-D-L-

methionine

2,063 2,026 2,004 RCH2SS'

Hadley&Gordy, 1974 Cystine

dihydrochloride

2,053 2,026 2,000 RCH2SS'

Engström et ø1., 2000 Simulation 2,063 2,028 2,002 RCH2SSo

Bonazzola et al., 1984 Dithiane ) ))L 2,028 1,999 RCH2SO

Bonazzola et al., 1984 Cysteamine ) 1A) 1,980 1,999 RCH2S"

Akasqka, 1965 Cysteine

hydrochloride

2,29 1,99 1,99 RCH2S"

Saxebol&Herskedal,

1975

Acetylcysteine 2,216 2,006 1,990 RCH2S'

Engström et al., 2000 Simulation 2,428 2,017 2,002 CH3SO

2,277 2,018 20002 CH¡SoH-bond
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Figure Iï/.26 ; Comparøison d'un spectre RPE d'ongle stressé mécaniquement mesuré en

bande X en pr,ésence d'un ëtølon interne de MgO;Mn avec un spectre simul,é du radical
perthiyl calculé avec le logiciel SimFonia.

Le rudicøl perthiyl RSS" est ø priori l'espèce radicøløíre la plus probable pour le MISI

8.2.6 Gonclusion sur le MlSl

Le MIS1 est produit par un stress mécanique, que ce soit une action de coupe ou de broyage.

Le radical perthiyl a été identifié comme étant l'espèce associée au MISI. Cette espèce est

localisée sur les bords de coupe. Il serait intéressant d'utiliser les nouvelles techniques

d'imagerie RPE pour confirmer ce résultat et éventuellement établir la distribution en

profondeur de ce radical. L'un des principaux résultats de cette étude est la mise en évidence

du rôle crucial de l'humidité quant à la stabilité du MIS1. L'action de l'eau permet d'éliminer

cette composante du MIS si nécessaire, notamment si les ongles devaient être retaillés après

prélèvement. Etant donné que les radicaux sont répartis le long du bord de coupe et que les

radicaux radio-induits sont répartis dans la totalité de l'ongle, il semble a priori possible

d'éliminer sélectivement le MIS1, en humidifiant uniquemsnt le bord de coupe. Cette

possibilité sera évaluée dans lapartielraitant du RIS.

Dans les applications de dosimétrie, le MIS1 est considéré comme un signal parasite, mais

compte tenu des résultats obtenus, le MIS1 pourrait être utilisé en tant qu'indicateur de la
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Chøpitre IV Les signøux induíts pør le stress mécøníque døns les ongles

dureté de I'ongle comme technique complémentaire aux tests de dureté de l'ongle réalisés par

micro ou nano-indentationa. En effet, le MIS1 est généré en proportion du stress mécanique

appliqué à l'ongle et à stress égal I'intensité du MIS1 est a priori fonction de la dureté de

l'ongle, elle même équivalente au nombre de liaisons disulfures présentes dans l'ongle. Ainsi

la mesure RPE du MIS1 induit par un même stress mécanique dans des ongles déshydratés

(coupe par exemple), devrait permettre de comparer la dureté ou plutôt la résistance

mécanique d'échantillons d'ongles, car, dans ce cas, ce n'est pas uniquement un test limité à

la surface, la RPE permet de prendre également en compte le paramètre épaisseur.

L'inconvénient principal de la RPE ici est qu'elle ne permet pas d'étudier I'influence de

l'humidité sur les propriétés mécaniques de l'ongle, coÍrme le permet la micro-indentation.

Le MISI est øssocíé øu rødicøl perthíyl. Après prélèvement, ce radicul décroit

complètement. Lø vitesse de décroíssønce du MISI est dépendante des conditions

d'humìdité et de température. Une humidiJïcøtion du bord de coupe permet d'élimíner le

MISl.

8.3 Etude et description du MIS3

8.3.1 Description générale du spectre RPE du MlS3

Cette composante n'avait pas été identifiée dans les travaux précédents, notamment ceux de

Symons (Chandra & Symons, 1987 ; Symons et aI. 1995). Si elle était a priori observable sur

le spectre RPE du MIS reporté par Chandra & Symons (1987), eile ne dominait pas le spectre

comme sur celui présenté sur la Figure IY.27, du fait probablement du délai entre la coupe des

ongles et leur mesure. Le doublet est centré sur une valeur de g égale à 2,004 avec une

constante de couplage hyperfin de 2,0 mT. Récemment Wilcox et al. (2010) et Black &
Swarts (2010) ont également mis en évidence le MIS3 par des mesures réalisées en bande X
avec des valeurs de g et de constante de couplage en accord avec les valeurs estimées dans ce

travail. Ce type de signal a été reporté dans de nombreux matériaux irradiés, qu'il s'agisse de

protéines, de sucres ou de matériaux contenant de la kératine (soie et laine). Il est

généralement associé au couplage d'un spin électronique localisé sur un atome de carbone,

avec un proton en position oc. Cependant, dans l'étude des phénomènes de dégradation

mécanique de produits kératinisés, ce signal n'a pas à notre connaissance été mis en évidence,

notamment dans les nombreuses études dédiées à la soie (Gasymov et aI., 1992) alors qu'il est

présent dans la soie irradiée. La présence de ce signal après dégradation mécanique de la

structure de I'ongle est donc singulière.

a La micro-indentation permet d'obtenir la dureté de Vickers. Il s'agit de mesurer I'empreinte laissée par un

poinçon appliqué sur la surface d'un matériau
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Figure 1V.27 : Spectre RPE d'un ongle mesuré en bande Q à température ambiante pour une

puissance micro-onde de 0,5 mW, 5 minutes et I5 minutes après son pr,álèvement et sans

aucun traitement additionnel. L'intensité du signal après I5 minutes a été multipliée par un

facteur 4.

Afin de mieux mettre en évidence le MIS3, une partie des mesures a été réalisée en bande Q

pour bénéficier de la meilleure résolution qu'offre cette fréquence et également en deuxième

harmonique qui permet une interprétation plus facile des signaux mesurés. La Figure IY.21

montre le spectre RPE d'un ongle mesuré en bande Q à température ambiante,5 minutes et 15

minutes après son prélèvement, sans aucun traitement additionnel. Afin de pouvoir comparer

les deux spectres, le signal mesuré après 15 minutes a été multiplié par un facteur 4. Entre les

deux mesures, la position de l'échantillon est restée inchangée afin de mesurer l'évolution de

la composante du MIS autour de g:2 dans les minutes suivant le prélèvement de l'ongle. Le

MIS3 est un signal très instable à température ambiante comme le montre la Figure IV.27.ll

est intéressant de noter que ce signal décroît également rapidement dans des échantillons

déshydratés. Lorsque le tube de mesure est rempli de gaz inerte (l'{z), la vitesse de

décroissance du MIS3 est considérablement réduite. Il sembie que le radical à l'origine de ce

doublet réagisse principalement avec I'oxygène. Un comportement identique a été mis en

évidence dans les protéines inadiées (Patten & Gordy, 1964).

Le MIS3, du fait de sa complète disparition à l'air libre, n'est donc en soit pas un problème

pour l'analyse des signaux dosimétriques produits autour de g:2. De plus, une simple

humidification du bord de coupe permet de l'éliminer complètement comme pour ie MISl.

I
5
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8.3.2 ldentification des espèces paramagnétiques du MlS3

Les caractéristiques de ce doublet (9:2p04 et a¡1: 2,0 mT) et le fait qu'il sature à faible

puissance micro-onde est cohérent avec un radical centré sur le carbone couplé avec un

proton. En effet, le fait que la valeur de g soit proche de celle de l'électron libre indique une

localisation sur un carbone plutôt que sur un oxygène par exemple.

Une configuration telle que décrite sur la Figure IV.28, donne, d'après les études menées par

Sevilla et al. (1979) sur des chaînes dipeptidiques irradiées, un doublet isotrope avec une

constante de couplage d'environ 1,9 mT. On retrouve également ces caractéristiquès

spectrales dans des saccharides inadiés. Le couplage d'un électron non apparié suite à la perte

d'un proton sur un carbone, avec un proton en o donne par exemple pour le mannose un

doublet de constante de couplage a¡1:1,64 mT et 9:2,004 e,t a1¡2,296 et 9:2,0039 pour le

sorbose (Bartlett & Brown, 1979 ; Vanhaelewyn et al., 2004).

o RH
N o

Figure [V.28 : Représentation de la structure d'un radical centré sur un carbone en a sur la
chaîne polypeptidique.

Pour la plupart des protéines étudiées sous irradiation þar exemple : collagène, gélatine,

caséine et ovalbumine), ce type de doublet est généralement observé (Patten & Gordy, 1964;

Copeland et a1.,1968).

La configuration présentée sur la Figure IV.28 peut être induite par la perte d'un proton sur un

groupement glycine (Annexe III). Les protéines contenant des quantités significatives de

glycine, tels que ie collagène ou la gélatines, présentent après irradiation des spectres RPE

avec le doublet caractéristique. Contrairement au collagène ou à la gélatine, les ongles

contiennent une relativement faible quantité de glycine (25 mg.g-l). En RPE, il est cependant

difficiie d'estimer l'origine la plus probable d'un signai RPE uniquement à partir de la

composition du matériau considéré car bien souvent des impuretés àl'état de traces peuvent

générer des signaux relativement intenses, corrune c'est par exemple le cas dans l'émail

dentaire irradié. On peut ainsi noter que, bien que la teneur en alanine soit du même ordre que

celle de la glycine, aucune contribution significative de l'alanine n'est observée dans le

spectre RPE des ongles. L'alanine inadiée présente un spectre RPE avec une structure

5 La glycine représente environ 30%o et20o/o desrésidus dans le collagène et la gélatine

H

N
H oH
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principale constituée d'un quadruplet. On ne peut pas pour autant en déduire que le doublet

observé n'est pas lié au radical situé sur un groupement glycine. Les radicaux détectés à

température ambiante sont issus de réactions multiples, notamment par le biais de

réarrangements inter ou intra moléculaires, suite à la scission des polypeptides.

Cependant, il faut également souligner que des protéines ne contenant pas de glycine þar
exemple : zeine, edestine et gliadine) peuvent également présenter ce type de doublet (Patten

& Gordy, 1964). Les doublets de ce type présentent des raies plus larges que ceux associés à

la glycine, comme pour le MIS3.

Drew & Gordy (1963) ont émis l'hypothèse que le doublet observé dans les spectres de

protéines irradiées ne contenant pas de glycine, pouvait être de la forme du radical présenté

sur la Figure LV.29. Dans ce cas, un doublet est observé si le groupe CHzX est orienté de telle

manière qu'un seul des protons sur le carbone en B soit couplé à la densité électronique du

carbone en o. Si l'on considère une orientation spécifique du plan C"-Cp-H par rapport au

plan contenant Co, CB et I'orbital p de l'éiectron non apparié, alors ce type de couplage peut

se produire si l'on considère un phénomène d'hyper-conjugaison pour l'un des protons alors

que pour I'orientation de la liaison Cg-H pour le second proton, le couplage devrait être trop

faible pour être résolu.

H o
IN- _å

H*
ó

H
I

X
Figure I'f/.29 ; Radical envisagé pour expliquer la présence de doublet dans des protéines

irradiées ne contenant pas de glycine.

Le couplage du spin électronique avec un proton en CB par un phénomène d'hyper-

conjugaison est en première approximation donné par I'Equation IV. 1.

A= Ao cos2e Équation tV.1

A est la valeur du couplage et Ao la valeur du couplage quand la liaison CB-H est dans le plan

de l'orbitale æ (e :0). La valeur de Ao dépend de la densité de spin dans l'orbitale p du

carbone en cr.

Si I'on considère dans notre cas une valeur de 5 mT pour As, alors un couplage de 2,0 mT

correspond un angle o d'environ 50o pour le proton couplé par hyper-conjugaison' Le

deuxième proton sera alors orienté avec un angle de 90o ou 170o, ce qui correspond

respectivement soit à A:0 mT soit à un couplage de 4,8 mT. Si l'on considère une orientation
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de 90o, au radical présenté sur la Figure LY.29 correspond bien un spectre RPE similaire au

MIS3.

Cependant, il faut également considérer que les ongles contiennent des quantités significatives

de valine, d'isoleucine et de thréonine. Ces trois acides aminés ont la caractéristique, si l'on

considère le radical localisé sur la chaîne principale du polypeptide, de n'avoir qu'un seul

proton en position B (acide aminé branché). De la même manière que précédemment, selon

certaines orientations du plan contenant le C*-CB-H, un couplage avec une valeur de 2,0 mT

peut être induit.

Au final, il est difficile de privilégier une hypothèse, seule une étude détaillée de I'isotropie

du couplage hyperfin, permettra éventuellement de trancher entre les differentes hypothèses.

En effet, les constantes de couplage pour le radical de la Figure IV.28 ou ceux éventuellement

associé à la valine, l'isoleucine et la thréonine dépendent a priori de I'orientation dans le

champ magnétique à f inverse de la glycine.

Selon ies hypothèses énoncées, les doublets associés aux deux dernières hypothèses devraient

en théorie donner des raies moins larges que celles du doublet issu de la glycine. Or, ce n'est

pas le cas. Comme ces differentes hypothèses sur l'origine du MIS3 ne sont pas

incompatibles, il est très probable que les doublets issus de ces différents radicaux se

superposent avec des constantes de couplage légèrement différentes ce qui peut induire un

élargissement apparent des raies. Etant donné que le MIS3 ne constitue pas un problème du

fait de son instabilité par rapport à l'analyse des raies dosimétriques, nous ne l'avons pas

étudié de manière plus détaillée.

8.3.3 Gonclusion sur Ie MlS3

Un sìgnøl lié uu stress mécaníque et constitué d'un doublet ø été mis en évidence. Si un tel

signal est courant døns les tßsus këratinisés, lø présence de ce sìgnal suite ù un slress

mëcuníque est síngulière. Ce signal nommé MIS3 décroít à tempérøture ømbíante et en

prësence d'oxygène. Le MIS3 est lié ù un rudical centré sur an øtome de carbone couplé

avec un proton. Plusieurs locølìsutions de ce rødicøl sont envisageables sur lø chøîne

polypeptídíque. Il est dfficile d'en privilégíer ane et íl est fort possible que toutes ces

configurations contríbuent øu doublet du MIS3.

8.4 Etude et description du MIS4

Le MIS4 n'avaít pas été identifié dans les travaux portant sur les ongles. Des mesures

réalisées en deuxième harmonique en bande Q montrent que le MIS4 semble être constitué de

deux raies avec un écart AB entre les raies égales à 1,5 mT à environ 9:2,07 (Fig. IV.30). Ces

raies sont difficilement observables en bande X du fait du manque de résolution et de la

présence du MIS1. Dans la littérature, les spectres RPE présentés, que ce soit pour des ongles

ou des protéines ou acides aminés irradiés, sont généralement mesurés en bande X, et il n'est

donc pas fait mention de tels signaux. Ces deux raies mesurées en deuxième harmonique
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réagissent de manière similaire vis-à-vis de la puissance micro-onde et décroissent au cours

du temps dans les mêmes proportions jusqu'à disparition complète. Il semble donc que ces

signaux aient pour origine un même radical et que ce radical soit également induit par le stress

mécanique. Ces deux raies ne sont par ailleurs pas systématiquement observées dans les

échantillons d'ongles stressés. De pius, l'amplitude de ces deux raies sature à une puissance

micro-onde inférieure à celle du MISl mais supérieure à celle des composantes à g:2, ce qui

nous indique que ce signal n'est pas lié à une composante déjà identifiée du MIS, mais qu'il

s'agit bien d'un nouveau signal.

- 
première harmonique

- 
deuxième harmonique l*20

MISl
1,0

0,5

0,0

-0,5

-1,0

-1,5

-2,0

-2,5

-3,0

-3,5

MlS2 + "8G"

MIS4 ?

1175 1180 1185 1 190 1 195 1200 1205 1210 1215 1220

B (mT)

Figure 1V.30 ; Mesures en première et deuxième harmonique d'un ongle stressé

mécaniquement réalisées en bande Q à température ambiante à une puissance micro-onde de

I0 mW, une fréquence de modulation de 100 kHz et une modulation d'amplitude de 0,3 mT.

L'intensité du signal en deuxième harmonique a été multipliée par 20.

Ces deux raies décroissent complètement à température ambiante et ne sont plus mesurées

après humidification de l'ongle. Le MIS4 ne présente donc pas de problème particulier vis-à-

vis de I'exploitation des signaux dosimétriques autour de g:2.

Il est fort probable que les deux raies visibles en bande Q en deuxième harmonique soient en

fait une composante þossiblement 92) d'un signal plus complexe présentant une anisotropie

da facteur g et éventuellement un couplage hyperfin. Si l'on considère une valeur de g2:2,0I

avec un couplage de l'ordre de 1,5 mT, il peut s'agir de radicaux oxygénés de type sulfinyl

(RSO'). I1 a été montré que le radical sulfinyl est le produit final des réactions des radicaux

thiyl et de l'oxygène (Sevilla et al., I9S7). Dans de la cystéine iradiée et saturée en oxygène

le radical sulfinyl a été identifré, avec St:2,025, 92:2,008 et g:: 2,0027, avec une valeur de

constante de couplage égale à 1,4 mT (Sevilla et aL,1987).
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Chøpitre IV Les signaux índuíts pør le stress mécøníque døns les ongles

Afin de tenter de vérifier l'hypothèse du radical sulfinyl, nous avons stressé des ongles

mécaniquement sous atmosphère inerte (azofe gazeux) et conditionné les échantiilons dans les

mêmes conditions dans des tubes scellés. La Figure IV.31 permet de comparer des spectres

RPE d'échantillons d'ongle préparés sous atmosphère normale et inerte. Les spectres RPE ont

été mesurés en bande Q, car à cette fréquence, le radical sulfinyl est plus facilement mis en

évidence, notamment sa composante 92. Un délai inferieur à 15 minutes a été observé entre la

préparation et la mesure. On peut noter, sur le spectre RPE sous azote,la présence du MIS3

qui indique que l'échantillon a bien subi un stress suffisant pour générer un MIS

suffisamment intense pour être normalement détecté, d'autant plus que ce spectre a été

mesuré à une puissance micro-onde de 10 m'W, condition dans laquelle le MIS3 est déjà en

régime de saturation. La composante 92 du radical sulfinyl est à peine discemable du bruit de

fond du spectre sur le spectre mesuré sous azote alors que toutes les autres composantes sont

détectées (MIS1, MIS2 et MIS3). On peut noter également que le radical perthiyl (MIS1) est,

de manière surprenante, peu intense par rapport aux composantes du MIS autour de g:2. Sous

atmosphère inerte, la décroissance de ces composantes doit être beaucoup plus faible, ce qui

modifie le ratio entre le MIS1 et le MIS2 et MIS3. Ce ratio doit être normalement plus élevé

lorsque les échantillons sont placés sous atmosphère inerte, ce qui peut expliquer l'apparente

faible intensité du MIS1 par rapport au MIS3. Pour le MIS4, I'effet differencié des deux

atmosphères sur la formation du MIS4 nous indique que l'oxygène semble jouer un rôle dans

la formation du MIS4, ce qui est compatible avec I'hypothèse du RSO'.

- 
atmosphère normale

- 
sous azote gazeux

Mn2'

g, RSS"
g2 RSO'

91 RSS"

0,0
MlS2+MlS3

MI52

-0,1

0,1

Iq

oÞ

1170 1180 1190 1200

B (mT)

1210 1220 1230

Figure II/.31 ; Spectres RPE mesurés en bande Q à température ambiante à une puissance de

l0 mltr/, pour un échantillon stressé et mesuré d'une part à atmosphère normale et d'autre
part sous atmòsphère inerte.
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Afin de confirmer l'hypothèse du RSO' pour le MIS4, des simulations de spectres en bande Q

et X ont été réalisées sur la base des caractéristiques du RSO. mesurées dans la cystéine par

Sevilla et al. (1987). Les résultats des simulations réalisées avec le logiciel SimFonia des

radicaux RSS'et RSO" sont donnés sur les Figures IV.32 et IV.33. La simulation de ces

composantes permet de reproduire l'allure générale des spectres RPE mesurés tant en bande X

qu'en bande Q. En bande Q, la composante g2 du RSO. ne se superpose pas à d'autres

signaux et peut être mesurée isolément, alors qu'en bande X, la raie bas champ du doublet de

cette composante se supetposo avec la composante 92 du RSS., comme par ailleurs, la

composante 93 de RSO".
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Figure LV.32 ; Simulation des spectres des radicaux A,SO" e/ -R,SS. en bande Q.
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Figure |V.33 ; Simulation des spectres des radicaux R,SO' er,RS,S. en bande X.
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La présence de ce radical permet d'interpréter les difÍérences entre les deux spectres du MIS

mesurés en bande X à des délais différents après coupe présentés sur la Figure IV.34. I1 est

intéressant de noter que la simulation reproduit très bien le spectre mesuré 5 minutes après

coupe. La différence observée entre les deux spectres de la Figure IV.34, notamment autour

de la composante Ez du RSS., peut être expliquée par Ia disparition du RSO. entre ces deux

mesures. La présence de RSO. après coupe est responsable de l'élargissement apparent de la

composante 92 du RSS" (Fig. IV.34, point no1) et également d'une modification visible du

rapport de l'intensité des deux raies constituant la composante 92 du RSS" (Fig. IV.34, point

n"2).

20000 -5min
- 

45 min
ovf RSO'

g, RSO'

1 0000

1,5 mT

o RSS'v1
g, RSS'

340 345 350

B (mT)

Figure 1V.34 ; Spectre RPE d'un ongle coupë mesuré en bande X ò température ambiante 5 et
45 minutes après coupe.

A ce stade,iln'a pas été jugé utile de poursuivre les investigations concernant le MIS4, ce

radical instable dans des conditions normales de température et d'atmosphère n'interfère pas

avec les composantes du RIS utilisé pour l'estimation des doses. Les techniques de RPE

pulsée, notamment en bande Q, pourraient s'avérer fort utile pour confirmer la nature du

radicai associé au MIS4.

L'hypothèse lø plus probable concernant le rødicøl assocíé øu MIS4 est le rødical suffínyl.

8.4.1 Conclusion sur le MlS4

Le MIS4 constitue une nouvelle composønte du MIS qui n'øvuit pøs encore été identffiée.

Le MIS4 est un sígnøl instable dsns les condítions normales de température et

d'øtmosphère, qui décroît complètement en quelques minutes. Le MIS4 ne prësente donc

pøs de problème pørticulíer vis-ù-vß de lø mesure des espèces rødío-induites støbles.

L'hypothèse retenue quønt à la nøture du rødicøl øssocié øu MIS4 est un radicøl suffinyl

(RSo).
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8.5 Etude et description de Ia composante isotrope autour de g=2

La description et la compréhension de cette composante est importante car elle se superpose

au signal radio-induit (RIS) avec des caractéristiques très similaires (Symons et al., 1995 ;

Trompier et al., 2007). Nous avons vu au début de ce chapitre que cette composante était

constituée du MIS2 et du < BG > dont une partie semble être induite également par le stress

mécanique. I1 s'agissait donc principalement de déterminer la nature du < BG >>, car, qu'il

s'agisse d'une composante stable du MIS etlou d'un signal intrinsèque, cefte composante du

MIS est celle qui pourrait limiter l'analyse du RIS dans cette région. La compréhension de ce

signal est donc cruciale pour développer des méthodes permettant de prendre en compte

l'amplitude du < BG > lors de l'estimation de I'amplitude du RIS.

8.5.1 Description générale de la composante isotrope

Après décroissante des composante instables du MIS (MIS1, MIS2, MIS3 et MIS4), le signal

résiduel mesuré à g:2,004 correspond à la définition du ( BG ) dans Symons et al. (1995).

Nous avons mis en évidence précédemment que ce signal résiduel était en fait en partie induit

par le stress mécanique appliqué. La dénomination ( BG ) dans le sens d'un signal

intrinsèque n'est donc pas approprié à ce signal. Le < BG > mesuré en bande X présente des

caractéristiques spectrales très proches de la composante isotrope mesurée après coupe autour

de g:2 (MIS2) (9:2,004 et AB:0,8 mT).

Cependant, si après prélèvement de l'échantillon et stabilisation du signal, l'échantillon est

humidifié, l'intensité du < BG > précédemment mesuré et considéré comme stable est

considérablement réduite (Fig. IV.35). L'intensité du signal mesuré après humidification

n'évolue pas dans le temps du moins sur des durées de l'ordre de 24 heures. Si le traitement

dans l'eau est prolongé ou répété, l'intensité de ce signal demeure inchangée, du moins, si

l'échantillon est suffisamment séché avant mesure pour pennettre des mesures reproductibles.

Ce signal peut donc être considéré comme un signal résiduel et nous le nommerons par la

suite < BG > pour garder la nomenclature utilisée dans les publications. Cette composante

présente les mêmes caractéristiques spectrales que le MIS2.

Le signal résiduel mesuré après coupe est donc constitué d'un signal qui réagit fortement avec

I'humidité et d'une autre composante dont l'amplitude n'est pas affectée par ce paramètre.

Compte tenu que le MIS2 possède à température ambiante des temps de demi-vie

relativement longs par rapport aux autres espèces (MIS3 et MIS4), la déshydratation peut

ralentir la décroissance jusqu'à la stopper. La déshydratation d'un ongle fraichement prélevé

et laissé à température ambiante intervient rapidement (perte de l'ordre de SYo en masse de

l'ongle en t heure). De ce fait, le MIS2 ne décroît pas complètement dans les conditions de

température et d'humidité du laboratoire. Ainsi, le signal stabilisé après coupe, défini conìme

intrinsèque par Symons et al. (1995), est en fait constitué par le MIS2 dont la décroissance est

186



Chøpitre IV Les signøux induits par le stress mécaniqae døns les ongles

stoppée par la déshydratation et d'un vrai signal résiduel dont la nature reste à définir. Il peut

soit s'agir d'un signal intrinsèque, soit d'une composante stable du MIS.

_ MlS2+Bc
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Figure |V.35 ; Mesure d'un ongle stressé après stabilisation des signaux induits après coupe

(en noir) et après une humidffication de I0 minutes dans de I'eau distillée suivi de I 2 heures

dans un dessiccateur (en rouge). Mesures réalisées en bande Q à une puissance de I mW ò

température ambiante.

Le < BG t tel qu'ìl øvaít été dëfiní ne correspond pas à un sígnøl résìduel. Le sígnal

stabilìsé mesuré après coupe est en føit très probablement constítué du MIS2 qui n'a pas

décru complètement du fuit de lø déshydrøtation de I'ongle et d'un signøl støble donÍ

l'intensité n'est pas modíJiée pür une humidiJícøtion. Ce signal støble est nommé < BG > et

est déJíni comme le signul résiduel mesur¿í uprès humídfficøtíon de l'ongle.

8.5.2 Etude de la relation entre le stress mécanique et l'intensité du MlS2
etdu(BG))

Précédemment, nous avons déjà établi que le MIS2 était bien induit par le stress mécanique'

La Figure IV.36 permet de mettre en évidence la relation de proportionnalité entre le stress

mécanique et l'intensité du MIS2. L'intensité du MIS2 a été évaluée sur des spectres mesurés

en quadrature de phase, pour s'affranchir de la présence du MIS1. Les mesures ont été

réalisées sur des ongles déshydratés et dans un délai total court (durée totale de 20 minutes)

'¿is-à-vis de la décroissance du MIS2 à ces taux d'humidité'
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Figure Il/.36 ; Variation de I'amplitude pic à pic du MISI et du MIS2 enfonction du nombre
de fragments dans l'échantillon d'ongle.

De lamême manière que pour le MISI, un effet d'orientation est observé sur l'intensité du

MIS2 (Fig. IV.18). Une coupe réalisée perpendiculaire au bord libre génère une production de

radicaux plus importante qu'une orientation de coupe parallèle au bord libre.

Pour déterminer si le < BG > est induit par le stress mécanique, nous avons également étudié

ia variation de f intensité de ce signal en fonction du stress mécanique. Après chaque coupe,

I'ongle a été humidifié au niveau de chaque bord de coupe puis séché pour ne pas perturber la

mesure RPE. La Figure 1Y.37 présente les résultats obtenus pour l'étude de l'intensité du

( BG > en fonction du nombre de coupes. L'intensité du < BG >> n'augmente pas comme pour

le MIS1 ou le MIS2 en fonction du nombre de coupes réalisées. L'intensité du < BG >

diminue jusqu'à cinq coupes successives et semble ensuite ne plus évoluer pour les coupes

suivantes.
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Figure (V.37 : Variation de I'amplitude pic à pic du ( BG Ð enfonction du nombre de

.fragments dans l' échantillon d' ongle
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Il semble donc que le << BG >>, dans sa nouvelle définition (signal résiduel après

humidification), ne soit pas induit par le stress mécaniqueo mais qu'il s'agit bien d'un

signal intrinsèque à l'ongle ou d'un signal induit par un autre type de stress, comme les

rayonnements ultraviolets par exemple.

Sans les données présentées dans la pafüe fiaitarÍ de la stabilité du ( BG >, il est difficile de

donner une interprétation de la courbe présentée sur la Figure IV.37. Nous verrons que

f intensité du < BG > mesurée après humidification augmente dans le temps jusqu'à atteindre

environ deux fois la valeur initiale et qu'une nouvelle humidification ramène I'amplitude du

( BG ) à sa valeur initiale. Dans cette expérience, seul le bord de coupe des ongles utilisés

avait été, humidifié juste avant la première mesuÍe, donc l'amplitude du < BG > était à sa

valeur maximale lors de la première mesure. L'humidification progressive de I'ongle, par

humidification des coupes successives, amène probablement au bout de cinq coupes à

humidifier latotalité de l'ongle, ce qui entraîne une diminution d'un facteur 2 dela valeur

initiale de l'amplitude du ( BG ) comme nous le veffons dans le prochain paragraphe.

Lors de l'analyse des signaux dosimétriques, l'amplitude mesurée du RIS doit être corrigée de

celle du ( BG )), car celui-ci se superpose aux signaux dosimétriques. Il semble donc

important de connaître plus avant la nature du < BG )), son mode de production, la variabilité

inter et intra personne. Tous ces éléments pourraient permettre de mieux évaluer l'amplitude

du < BG > iors de l'estimation de f intensité du RIS et donc permettre de mieux estimer les

doses. Ce signal est peu intense, ce qui empêche par exemple I'utilisation des techniques

avancées de RPE, tel que la RPE pulsée. Nous avons néanmoins pu étudier la stabiiité de ce

signal et commencer à réaliser des études de variabilité. Ces études sont présentées dans les

paragraphes suivants.

Nous avons pu conJirmer que le MIS2 étaít bien índuit pør le stress mécønique et qu'un

effet d'orientation de la coupe ëtait observée comme pour le MISI. Le < BG >, signul

résiduel mesuré après humidiJïcøtion de I'ongle, n'est pøs induít pør le stress mécønique.

8.5.3 Etude de la stabilité du MlS2 et du ( BG ))

Nous avons déjà mis en évidence que le MIS2 et le < BG > réagissaient de manière différente

vis-à-vis de l'humidité, le ( BG ) étant apriori insensible à ce paramètre, du moins des bains

répétés dans de l'eau n'affectent pas son amplitude, alors que le MIS2 est complètement

réduit. Dans cette partie nous étudions les différents paramètres pouvant affecter la stabilité de

ces deux signaux. L'effet de la température a été étudié pour le MIS2 et le < BG >, tandis que

pour l'humidité et les ultrasons, seule l'étude de l'effet sur la stabilité du < BG >> a été réalisée

(le MIS2 étant éliminé par une hydratation de queiques secondes).

189



Chøpitre IV Les signøux induits pør le stress mécønique dans les ongles

8.5.3.1 Eflet de la tempéruture sur la stubilité du MIS2 et du K BG ))

Des mesures selon des schémas expérimentaux isothermes et isochrones ont été réalisées. Les

courbes sont présentées sur les Figures IV.38 et IV.39. Sur la Figure IV.38, on peut noter que

la constante de décroissance du MIS2 est fonction de la température. Une élévation de la

température de stockage induit une augmentation de la cinétique de transformation des

espèces radicalaires liées au MIS2. Pour les mêmes raisons que pour le MISI, du fait de

l'impact de l'humidité, nous n'avons pas cherché à vérifier si la décroissance de ce signal

suivait la loi d'Arrhenius. Jusqu'à une température de stockage de 100'C, nous n'avons pas

mis en évidence d'influence de la température sur l'amplitude du ( BG > (Fig. IV.39). A

40oC, condition de température proche de la température in vivo, même sur des durées plus

importantes, aucun effet n'a été observé.
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Figure lV.38 ; Variation de I'amplitude øu cours du temps du MIS2 pour dffirentes
températures de stockage.
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Figure Ií/.39 ; Variation de l'amplitude au cours du temps du BG pour différentes
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Chøpitre IV Les signaux induits pør le stress mécuníque døns les ongles

Sur les courbes isochrones présentées sur la Figure IV.40, on peut noter que le < BG >

présente une stabilité thermique plus importante que le MIS2, ce qui est parfaitement cohérent

avec les courbes isothermes mesurées. Pour le ( BG )), une décroissance de l'amplitude du

signal est observée à partir de 120oC, alors qu'elle intervient dès 40"C pour le MIS2.

Ceci confirme que ce que Symons et aI. (1995) avait identifié comme un signal natif ou

intrinsèque, était en fait le MIS2, probablement stabilisé par déshydratation. En effet, Symons

et al. (1995) avait noté une décroissance de ce signal dès 45"C.
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Figure 1V.40 : Variation de I'amplitude pic à pic du BG et du MIS2 selon un traitement
thermique isochrone (AT:20"C, At: 20 min).

8.5.3.2 Effet de I'humidíté sur le BG

Précédemment nous avons établi que le BG pouvait être considéré coÍÌme stable sur une

période de 24 heures. Sur des périodes plus longues, nous avons mis en évidence une

augmentation de l'intensité du signal mesuré à la valeur de g correspondant au < BG , (Fig.

rv.41).
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Chøpitre IV Les signøux induits par le stress mécønique dans les ongles

deux radicaux (Fig. IV.44). Lorsque l'ongle se déshydrate, les molécules d'eau migrent vers

l'extérieur et les espèces redeviennent alors paramagnétiques. Ce type de phénomène est

envisageable si les espèces liées au BG sont disposées de manière régulière et si elles peuvent

se trouver en vis-à-vis, donc dans une architecture bien déterminée, ce qui est compatible avec

une localisation sur les polypeptides du fait de leur configuration en hélice. Seuls les radicaux

possédant en vis-à-vis un même type de radical sont rendus silencieux.

R-X" s=1t2 "X-R E=itz

R.X' O O "X-R

\/
H

S=0

Figure (V.44 : Représentation de l'effet de I'eau sur les radicaux øssociés au < BG >

8.5.3.3 EÍfet des ultrusons sur le BG

Les ultrasons6 sont connus pour jouer un rôle sur les réactions chimiques et avoir un effet

mécanique sur les structures chimiques. Les effets des ultrasons sur les réactions chimiques

ont été mis en évidence dès 1927 (Richard & Loomis, 1927), et sont regroupés sous le terme

de sonochimie. Ainsi, il n'est pas surprenant que les uitrasons puissent avoir un effet sur

l'intensité des signaux mesurés en RPE. Cet effet est dépendant du type de radical considéré

et également de la fréquence et de la puissance des ultrasons utilisés. Les effets des ultrasons

sur les radicaux sont expliqués par les fondements théoriques sur lesquels repose la

sonochimie (Barnett, 1953). L'ensemble des effets induits par les ultrasons sont

principalement induits par des phénomènes de cavitation. De nombreux laboratoires de

dosimétrie RPE utilisent les bains à ultrasons pour réduire les temps de préparation de leurs

échantillons et améliorer I'efficacité des traitements. Cependant, les effets des ultrasons sur

les signaux mesurés n'ont pas toujours été étudiés, bien que cela puisse parfois présenter des

avantages. Dans les tissus osseux, par exemple, nous avons pu noter un effet différencié des

ultrasons sur le MIS et le RIS, l'amplitude du MIS étant significativement réduite sans pour

autant affecter celle du RIS. La Figure IV.45 rend compte de l'effet d'un bain à ultrason de

fréquence 35 kLlz sur l'intensité du ( BG ). Après 45 minutes de bain, l'amplitude du < BG >

est significativement réduite et la réduction du signal au delà de cette durée ne semble plus

I 1

6 Fréquences comprises enfre 20 kflz et 10 MHz
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Chøpitre IV Les signaux induits pør le stress mécønique dans les ongles

effective. Au bout de 45 minutes de bain, I'amplitude du < BG >> a été réduite d'un facteur 5,

c'est-à-dire à un niveau proche des limites de détection du spectromètre. Un bain d'une durée

équivalente dans l'eau n'a pas d'effet sur l'amplitude du ( BG > d'un ongle non déshydraté.

Cet effet sera comparé dans la partie suivante à I'effet obtenu sur les composantes stables du

RIS, afin de déterminer s'il est possible de tirer avantage d'un éventuel effet différencié pour

soit éliminer sélectivement l'une des composantes, soit la réduire de manière significative et

reproductible pour permettre d'estimer les contributions respectives du ( BG > et du RIS. Si

un tel effet est observé, une étude détaillée sera alors nécessaire pour optimiser la fréquence et

ia puissance des ultrasons, les conditions de température, les temps de traitement et la
variabilité de l' effet.
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Figure 1V.45 : Effet d'un trøitement aux ultrasons (35 kHz) à l'eau distillée sur le signal RPE
d'origine mëcanique, mesure réalisée avec une puissance micro-onde de 2 m'[tr/ et une

amplitude de modulation de 0,3 mT.

Le caractère instøble du MIS2 ø ëté conti.rmé. Lø tempérøture comme l'humidité
permettent d'éliminer le MIS2. Le < BG Ð est un signøl stable thermíquement et des

humidffications répétées n'ont pøs d'influence sur son amplítude. Lorsque l'ongle se

déshydrate, l'ømplitude du < BG > øugmente uu cours de temps de manière reproductible.

Ce phénomène est probublement lié ù lø déshydratøtion des ongles, une ré-humídíJication

des ongles rømène l'ømplitude du BG à son niveua initíul. Ce phénomène n'est ø priori pus

lië à des trunsþrmøtions de rødícaux, mais à la connexìon de deux rødicuux par une

molécule d'eøu qui rend le tout silencieux du point de vue RPE. Les ultrusons permettent

de réduire de munìère signiJïcøtive I'amplitude du < BG l,

- 
Après traitement 1 minute dans serviette humide

45 minutes dans I'eau avec ultrason
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Chapitre IV Les signaux induits pør le stress mécanique døns les ongles

8.5.4 Etude de la variabilité du ( BG >

Comme nous le veffons dans le chapitre V, le << BG ) se superpose aux signaux dosimétriques

les plus stables et ii n'est a priori pas possible de les distinguer ou de les mesurer de manière

sélective. En conséquence, quelque soit la méthode d'estimation des doses (courbe

d'étalonnage ou méthode des ajouts dosés), il est nécessaire de connaître l'amplitude du

( BG ) pour pourvoir estimer celle du RIS et la convertir en dose. Dans ce cas, l'incertitude

sur ia dose estimée mais également la limite de détection associée seront fortement

dépendantes de f incertitude associée sur l'amplitude du < BG >.

A ce stade, nous n'avons pas de méthode permettant de mesurer sélectivement le < BG > ou le

RIS. Ainsi I'amplitude du < BG > utilisée pour estimer les doses dans le cas du tri de

population, ne pourra être estimée qu'à partir d'une valeur moyenne obtenue pat la mesure

d'un échantillonnage d'ongle. C'est-à-dire que les limites de détection et les incertitudes

associées sont directement liées à la variation observée sur l'amplitude du ( BG ). Dans les

paragraphes précédents, nous avons mis en évidence que le taux d'hydratation de l'ongle avait

une influence sur I'amplitude du < BG >>. Dans le chapitre III, nous avons vu que la présence

de Mn2*, parce que sa structure fine se superpose avec le ( BG )), pouvait être également une

cause de variabilité. Dans ce paruglaphe nous discutons de l'influence de ces deux paramètres

sur l'évaluation de 1'amplitude du < BG >.

8.5.4.1 Influence de Iu slructure fine du Mn2*sur I'amplitude du
KBG))

Si les mesures sont réalisées en bande Q, la présence de la structure fine du Mn2* mise en

évidence dans le chapitre III, peut interférer avec le ( BG ) comme le montrent les Figures

IV.46 etIY.47. Dans le cas d'une concentration relativement importante de Mn2* dans les

ongles, on peut noter que l'allure de la raie du < BG > est significativement modifiée, en effet,

celle-ci est élargie et dissymétrique. Ceci nous indique que la structure fine du Mn2* interfère

avec le ( BG ¡¡. Si l'on cherche à évaluer une valeur moyerìne du < BG ), cette contribution

peut induire un biais ou plutôt un terme additif dépendant de la concentration en Mn2* de

chaque biopsie d'ongle étudié. De plus, nous avons vu que la contribution du Mn2* pouvait

varier en fonction de l'orientation dans le champ magnétique. Ainsi, il conviendra de réaliser

l'ensemble des mesures avec l'orientation permettant de minimiser la contribution du Mn2*'
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Figure 1V.46 ; Mesure du < BG > en bande Q avec une concentration relativement importante
de Mn2* dans les ongles. Mesure réalisée à température ambiante à une puissance micro-

onde de I mW.
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Figure 1V.47 ; Mesure du < BG > en bande Q øvec une concentration relativement faible de

Mn2* dans les ongles. Mesure réalisée à température ambiante à une puissance micro-onde
de I mW.

B.5.4.2Influence de I'humidité de I'ongle sur l'ømplitude du < BG >

Dans le paragraphe 8.5.3.2 nous avons mis en évidence une corrélation entre l'augmentation

de l'amplitude du ( BG > et la déshydratation de l'ongle. Il est évident que si les durées de

bain ou les délais entre humidification et mesure ne sont pas maitrisés correctement, il peut

alors en résulter une dispersion plus importante des valeurs mesurées. Cet effet peut induire

des erreurs au niveau de l'estimation de doses, des incertitudes de mesure plus grandes et

également, comme nous le verrons dans le prochain paragraphe, augmenter significativement

les limites de détection de la technique.

Mn (4)
Mn (3)

Mn(2)

Strucuture fine Mn

BG
Mn(s),)
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Chapitre IV Les signaux induits par le stress mécanique døns les ongles

La maitrise de ces paramètres est cruciale et il n'est pas aussi simple qu'il peut paraître de les

contrôler. En effet, si l'on considère des ongles d'épaisseurs très différentes (ce qui est le cas

entre les orteils et les ongles des mains), il n'est pas évident qu'une même durée de traitement

permette par exemple de réduire dans les mêmes proportions le < BG >. De la même manière,

un ongle dont le taux d'hydratation est très faible, peut nécessiter une durée de traitement plus

longue qile par exemple un ongle fraichement prélevé avec un taux d'hydrutation proche de la

teneur in vivo. Nous n'avons pas mené une étude exhaustive permettant de déterminer la

durée de bain minimale nécessaire pour minimiser le ( BG > quelque soit les caractéristiques

des ongles, mais dans Romanyukha et al. (2009) nous avons observé que pour des ongles

déshydratés, il était parfois nécessaire de réaliser des bains jusqu'à des durées de 20 minutes.

Dans Romanyukha et al. (2009), nous avons publié des données sur la variabilité du < BG >

obtenues sur un échantillonnage d'ongles provenant de dix donneurs différents. Il est

intéressant de réinterpréter ces données à la lumière de l'effet de l'humidité sur le < BG > mis

en évidence dans le pangraphe 8.5.4.1. Dans cette publication, les ongles étaient humidifiés

après prélèvement pendant 10 minutes, ce qui a pour effet de minimiser a priori l'amplitude

du < BG )) cornme nous l'avons vu précédemment (B.5.4.1). Les mesures RPE ont toutes été

réalisées moins de 24 heures après les prélèvements. Les ongles ont été préparés et mesurés

dans des conditions aussi reproductibles que possible, seuls les délais entre prélèvement et

mesure étaient variables. L'écart-type relatif sur la distribution de l'amplitude du < BG > que

nous pouvons calculer à partir de ces données publiées est de 13,3 o/o. Pour mettre en évidence

le rôle de l'humidité sur la variabilité du < BG ), nous avons choisi de représenter les données

publiées sous forme de graphique en fonction du délai entre prélèvement et mesure (Fig.

IV.48). Si nous corigeons les valeurs mesurées de l'augmentation du < BG > du fait de la

déshydratation, l'écart-type est alors réduit à 8,1 o/o.La correction a été réalisée àpartir de la

fonction linéaire (Fig. IV.28) qui permet le meilleur accord avec les données expérimentales.

Lorsqu'il s'agira d'estimer les valeurs moyennes du < BG )) sur un échantillonnage d'ongles

représentatifs de la population ou éventuellement pour des classes de population prédéfinies

(enfants et personne âgée par exemple), il conviendra de définir le délai optimal entre

hydratation et mesure et de définir les conditions de séchage (air libre, dessiccateur, four, etc.)

le plus scrupuleusement possible pour limiter la variabilité des valeurs de I'amplitude du

(BG).
Comme nous le veffons dans le chapitre V, la composante la plus stable du RIS (le RIS5)

présente une signature similaire à celle du < BG >. Il n'est donc pas possible de differencier

dans le signal mesuré la contribution du ( BG )) de celle du RIS. Ainsi, il est nécessaire pour

estimer une dose, de connaître l'amplitude du ( BG ), qui sera soustraite à l'amplitude du

signal mesuré pour en déduire la composante radio-induite. Pour l'estimation de dose, les

mêmes exigences devront donc être respectées pour minimiser les biais de mesure liés à la

variation d'amplitude du < BG ).

198



Chøpitre IV Les signøux induits pør le stress mécøníque døns les ongles
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Figure 1V.48 : Variation de l'amplitude pic à pic du < BG s> enfonction du temps écoul'é entre

le prélèvement et lq mesure des ongles. Les ëchantillons sont humidffi,ás après prélèvements.

Graphique réalisé d'après les données publiées dans Romanyukha et al. (2009).

L'estimation de l'ømplítude du < BG >¡ nécessøíre à une évøluøtion des doses nécessite une

maitrise des condítions de prépørøtìon de l'échantillon, princípølement l'étøpe

d'humidfficatíon. L'humidificut¡on des ongles devra être suffisømment longue pour pølíer

les úifférences lìées ù l'épøisseur des ongles ou du tøux d'hydrøtøtion inítìøL. Le déløí entre

l'humidíJicøtion et la mesure u une influence notable sur la vøriøbilíté observée sur

l'ømplitude du < BG >>. Pour límiter cet effet, il conviendru de respecter rigoureusement les

condítions déJinies pour lu prépurøtíon des échantíllons, notamment les conditions de

séchage et le déluí entre humidfficøtion et mesure RPE.

B.5.4.3Influence de I'humidité de I'ongle sur Iü limite de détection
en dose et l'estimution des doses

Pour déterminer la composante liée au < BG > dans le signal mesuté, nous n'avons pas de

méthodologie établie nous permettant de mesurer de manière sélective ie ( BG >. Ceci

implique qu'il faudra estimer les doses àpafür d'une valeur moyenne du < BG >. Dans ce cas,

la limite de détection dépend directement des incertitudes sur l'amplitude du < BG >. Selon la

méthode proposée par Currie (1999), la limite de détection est alors exprimée selon

1'Equation IV.2.

LD: kxorox a Équationtv.2
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Chøpitre IV Les signøux índuíts par le stress mécønique dans les ongles

avec os6 l'incertitude sur l'amplitude du < BG >>, a le coefficient de sensibilité àla dose et k

le coefficient de niveau de confiance.

Comme nous le veTrons par la suite, une dose de 2 Gy induit au mieux une augmentation de

signal par rapport à l'intensité du < BG > d'environ20o/o. Si l'on considère la valeur moyenne

du < BG > estimée sur dix échantillons et l'écart-type associé caiculé à partft des données

reportées dans Romanyukha et al. (2009), la limite de détection est alors de l'ordre de 3,5 Gy.

En corrigeant les données de la Figure IV.48 par Ia fonction d'ajustement déøivant

l'évolution du < BG > en fonction du temps écoulé entre prélèvement et mesure, l'écart-type

relatif est alors réduit à8 yo, soit une valeur de limite de détection associée d'environ 2,I Gy.

On comprend alors tout f intérêt de maitriser au mieux les conditions de préparation des

échantillons. La maitrise de ces conditions permet donc de diminuer les limites de détection

mais également de réduire les incertitudes sur les estimations des doses. En effet pour des

doses de I'ordre de quelques Gy, c'est le ( BG ) qui contribue majoritairement au signal

mesuré. L'incertitude sur l'estimation de l'amplitude du < BG > contribuera donc de manière

significative à celles des estimations des doses.

Lu límite de détecfion et les incertitudes sur les doses sont signíJîcativement dépendøntes de

I'incertitude ussocitíe ù l'ømplitude du ( BG >. Lø vsríabilité observée sur l'ømplitude

du < BG > peut être réduíte si les conditions d'humidíté des ongles sont pørføifement

contrôlées. Duns ces conditions, il est cruciøl de muitrßer øutant qae possible les conditions

de préparution des échantillons,

8.5.5 Origine du BG et du MlS2

Avec les données dont nous disposons sur le ( BG ), nous ne sommes pas encore en mesure

de pouvoir formuler une hypothèse sérieuse quant à la nature des espèces radicalaires liées au

à ce signal. Le ( BG ) est a priori ftpafü dans l'ensemble du volume de l'ongle,

contrairement au MIS2 dont les espèces sont localisées sur le bord de coupe de l'ongle. Nous

avons mis en évidence que l'espèce associée au < BG > est très stable mais qu'un certain

nombre de radicaux associés au < BG > pouvait être rendus silencieux du point de vue RPE

par l'action des molécules d'eau susceptibles de créer un pont entre deux radicaux et donc de

rendre diamagnétique I'ensemble. Cette hypothèse est cohérente avec une localisation sur la

chaîne principale du polypeptide qui permet que des radicaux d'un même type soient en vis-à-

vis. Compte tenu que la valeur du facteur g du < BG > est proche de celle de l'éiectron libre et

que ce signal sature à faible puissance micro-onde, il est fort probable que les radicaux

induisant le < BG > soit de type carboné.

Pour le MIS2, de la même manière que pour le < BG >, il est fort probable que les radicaux

associés soient centrés sur le carbone. Il est difficile à ce stade de formuler une hypothèse plus

précise quant à leur nature sur la seule base de nos données.
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8.5.6 Conclusion sur le MlS2 et du ( BG )
Nous avons mis en évidence que lø composante mesurée à 9:2,004 quí présente lø forme
d'un sínglet est en fait constituée de deux composantes, l'une induite par le stress

mécønique (MIS2) et l'øutre (( BG r) íntrinsèque à l'ongle. Le MIS2 décroît rupídement à

tempéruture ambíønte øprès le prélèvement et peut être élíminé complètement lorsque

I'ongle est humídíJié.

Le < BG t est un sígnal qui peut être considéré comme støble thermíquement, De plus, des

bains répétés des ongles døns l'eau n'ont pas d'effet sur son ømplitude. Cependant, suite ù

une humidfficatíon, l'amplitude du < BG > croît régulièrement sur plusieurs joars. Ce

comportement atypíque luí conJère un cürøctère double vìs-à-vìs de la støbilìté.

8.6 Processus de formation des différents composantes du MIS

Dans ce paragraphe, nous ne traiterons que des composantes du MIS pour lesquelles il a été

possible de formuler une hypothèse précise quant à la nature des espèces radicalaires

associées, à savoir le MISI, le MIS3 et la MIS4. Les radicaux mesurés à température

ambiante ne sont pas a priori directement créés par le stress mécanique, mais sont des produits

de réactions radicalaires successives. Il est également très probable que certaines des réactions

mises en jeu soient par ailleurs photo-stimulées.

Les études menées sur des protéines irradiées à basse température ainsi que celles menées sur

la dégradation mécanique de tissus kératinisés tels que la soie par exemple ont montré que les

radicaux formés initialement ne sont pas ceux mesurés à température ambiante. Dans ces

systèmes, les spectres RPE mesurés à température ambiante sont très similaires à ceux

mesurés sur les ongles. Pour mettre en évidence les produits primaires du stress mécanique, il
peut être envisagé de broyer les ongles à basse température puis de les mesurer également à

basse température. Une montée progressive à température ambiante permettra de mettre en

évidence les réactions menant aux radicaux mesurés à température ambiante. Néanmoins,

suite aux observations faites dans la pafüe précédente, il est possible de formuler des

hypothèses quant aux processus de formation des differentes espèces paramagnétiques

contribuant au MIS.

8.6.1 Processus de formation du MlSl

Nous avons vu dans ce chapitre que le radical associé au MIS1 était très certainement le

radical perthiyl (RSS'). La production du MIS1 est liée à la présence des ponts disulfures

établis entre deux molécules de cystéine. La méthionine (acide aminé soufré) également

présente dans les ongles ne permet pas l'établissement de liaisons disulfures.

Lorsque l'on compare les spectres RPE de cystine inadiée et du MIS (Fig. IV.a9), on peut

noter que le spectre de la cystine irradiée présente des caractéristiques spectrales très

similaires au MISI. Dans le cas de la cystéine, la structure est plus complexe. Ceci nous
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indique que le radical associé au MISI est a priori associé à la rupture de la liaison disulfure

plutôt qu'à un radical issu d'une réaction uniquement liée aux groupements thiols (SH) de la

cystéine.
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Figure 1V.49 : Comparaison des spectres RPE de la cystéine et de la cystine ircadiées àforte
dose mesur,ás en bande X à température ambiante.

Plusieurs mécanismes sont susceptibles de mener à la production du radicd, perthiyl à pafüt

de la rupture des ces liaisons disulfures. Le radical perthiyl peut être formé soit à partit d'une

rupture homolytique des liaisons S-S établies entre deux moiécules de cystéines adjacentes

(mécanisme 1), soit d'une rupture d'une liaison C-S au niveau des molécules de cystéine

(mécanisme 2). D'un point de vue énergétique, les liaisons de type C-S (270 kJ.mol-l) sont

plus solides que les liaisons S-S (170 kJ.mol-r). La rupture homolytique du pont disulfure est

donc a priori le mécanisme prépondérant (cf. Equation IV.3). Ce mécanisme donne lieu à la

formation de deux radicaux thiyls.

RCH 2^S - SCH zR + 2 RCH zS' Équation tv 3

Dans les spectres d'ongies broyés et mesurés à basse température (77 K) présentés par Dondi

et al. (2010), on peut noter la présence de radicaux thiyls, mais également de radicaux

perthiyls. Il est difficile de déterminer si les radicaux perthiyls sont issus d'une rupture des

ponts disulfures au niveau de la liaison C-S (Equ. IV.4) ou de la réaction des radicaux thiyls

avec les groupements thiols, groupements très réactifs (Equ. IV.5).

RCH,,S - SCH2R + RCH2SS' + RCH; Équation tv4
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RCH 2,S' + R,SH + RCH2S^S' + RCH 3 Équation lV.5

La rupture des ponts disulfures peut également être induite par la migration d'électrons sur la

liaison disulfure. Cette liaison est très électronégative et est donc un site privilégié pour

stabiliser les électrons issus de la scission des polypeptides et de la stabilisation des produits

de scission. La présence d'un électron sur la liaison disulfure forme un radical anion. Ce

radical instable à température ambiante peut être observé à basse température. Akasaka et al.

(1964) ont montré que le radical anion peut se dissocier en RS- et RSo. Il est intéressant de

noter que sur les spectres RPE de Dondi et at. (2010), le radical anion n'est pas observé

consécutivement à un broyage à basse température. Il semble donc que les radicaux thiyls à

l'origine de la formation du radical perthiyl soient principalement issus de la dégradation

mécanique des ponts disulfures. Des résultats d'étude de la photolyse par rayonnement UV de

moiécules soufrées montrent que le radical perthiyl est bien souvent le produit final de

réactions initiées parla formation de radicaux thiyl et qu'il est considéré coÍìme le radical

soufré le plus stable à température ambiante parmi les différents radicaux qui peuvent être

induits dans les protéines (Lassman et a1.,2003).

8.6.2 Processus de formation du M¡S3

Le MIS3 est lié à la présence de radicaux centrés sur le carbone et couplés avec un proton. Si

I'on comprend que les rayonnements ionisants peuvent facilement induire ia perte d'un proton

et donc donner directement ce type de radical, dans le cas du stress mécanique, le processus

pouvant mener à ce type de radical sur le squelette de la chaîne polypeptidique n'est pas

direct. Si le stress mécanique entraîne a priori la rupture des ponts disulfures qui assurent

l'assemblage de l'hélice o, mais également les liaisons entre les protofilaments et les

microfibriles, la désolidarisation des polypeptides doit entraîner la rupture des liaisons

terminales (terminaisons N et C) entre les hétérodimères de kératines. Les terminaisons ne

sont pas satisfaites en liaisons hydrogène et une déprotonation d'un carbone sur la chaîne

pourrait s'expliquer par une migration d'un proton vers la fonction carboxylate de la

terminaison C du polypeptide. Dans le cas d'une scission des chaînes polypeptidiques lors de

la coupe, les migrations de protons et d'électrons qui stabilisent les produits de la rupture de la

chaîne peuvent notamment conduire à des radicaux centrés sur les atomes de carbone localisés

sur la chaîne principale des polypeptides. Dans ce cas, on comprend facilement qu'une coupe

perpendiculaire à l'orientation des polypeptides de la couche intermédiaire de l'ongle puisse

générer un signal plus intense que pour une orientation de coupe parallèle à l'orientation des

chaînes polypeptidiques, comme on peut le noter sur la Figure IV.18 pour la composante

autour de g:2.

T,e MIS3 (g: 2,004) est constitué d'un doublet avec une constante de coupage hyperfin égale

à 2,0 mT. Après irradiation, des peptides de petites tailles montrent des signaux RPE avec des
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caractéristiques très similaires, qui ont été attribués par Drew & Gordy (1963) et Sevilla et al.

(1979) à des radicaux centrés sur un atome de carbone avec un couplage hyperfin avec un

proton en ü,. Ces radicaux seraient d'après les mêmes auteurs iocalisés sur le squelette du

polypeptide plutôt que dans les chaînes latérales des acides aminés. Le fait que les temps de

relaxation associés à ces espèces soient longs (phénomène de saturation) nous confirme qu'il

s'agit d'un radical centré sur un carbone. En effet, le MIS3 sature avec une puissance micro-

onde beaucoup plus faible que le MIS1 et MIS4, et il est de plus mesurable en opposition de

phase. Ce type de radicaux est très courant dans les peptides ou protéines irradiés, que ce soit

en solution aqueuse, en solution gelée ou àl'état solide (monocristaux ou poudre) (Garrison,

1987).Il faut souligner que des ongles inadiés présentent également un doublet (RIS3) avec

des caractéristiques similaires.

Dans le cas de la scission des polypeptides, il est fort probable que des migrations de protons

et d'électrons permettent de stabiliser les chaînes ainsi formées. Dans les polypeptides, il est

très courant que, suite à une réaction d'oxydation ou de réduction, des réarrangements intra

moléculaire s'opèrent pour stabiliser le polypeptide. Ces réarrangements peuvent notamment

induire des déprotonations sur des atomes de carbone de la chaîne principale des

polypeptides. Des doublets avec des caractéristiques similaires ont été observés à température

ambiante dans differents acides aminés ou protéines irradiés (Drew & Gordy, 1963 ;

Morishima & Hatano, 1975). Si le mode de création de ces espèces est a priori different, il est

néanmoins intéressant d'étudier les données disponibles dans la littérature, les radicaux

mesurés à température ambiante présentant des signatures similaires. Lorsque I'irradiation et

la mesure sont réalisées à basse température (77 K), le doublet n'est pas observé, mais

d'autres composantes sont mesurées qui sont a priori liées à des molécules chargées ou

ionisées (Drew &, Gordy, 1963). Lorsque la température augmente, ces espèces

panmagnétiques disparaissent et à température ambiante seul le doubiet est mesuré. Il en a

donc été conclu que les espèces mssurées à basse température sont des espèces précurseurs du

doublet. De plus, une autre étude a mis en évidence que les radicaux mesurés à basse

température étaient distribués aléatoirement le long des chaînes de polypeptides (Sugimoto et

a1.,1968 ).Tous ces résultats sont cohérents avec l'hypothèse d'un réanangement des charges

le long du polypeptide et la déprotonation d'atomes de carbone sur la chaîne principale des

polypeptides comme étant à l'origine du doublet. Les phénomènes mis en évidence pour les

effets de I'irradiation sont a priori transposables à l'effet du stress mécanique si l'on considère

une scission des chaînes.

De même que pow le MIS1 une étude à basse température permettrait de confirmer les

hypothèses formulées ci-dessus quant au processus de formation du MIS3. Une étude plus

détaillée des espèces formées à basse température permettrait également de préciser les

mécanismes réactionnels mis en æuvre.
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8.6.3 Processus de formation du MlS4

Nous avons mis en évidence notamment par des simulations que le radical sulfinyl (RSO")

peut être considéré conìme I'espèce la plus probable à l'origine du MIS4. Les données

publiées par Sevilla et al. (1987) quant à la formation de ce radical dans la cystéine irradié

sous oxygène, nous donnent des éléments sur la nature des réactions à l'origine de la

formation du radical sulfonyl dans les ongles.

Sevilla et al. (1987) ont montré que ce radical n'était pas formé directement à partir de la

réaction des radicaux thiyls et de l'oxygène mais que le radical thiol peroxy était un

intermédiaire métastable qui se dissocie pour former le radical sulfinyl comme décrit dans

I'Equation IV.6.

^R,So * O, + R,SO O" + R,SO" + O Équation tv.6

Il est très probable qu'un mécanisme similaire intervienne pour le MIS4. On peut imaginer

que dans notre cas, le radical thiol peroxy réagisse avec un groupement thiol pour former

d'une part le rudical sulfinyl et d'autre part un groupement thiol hydroxyle (RSOH).

C. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES SUR LES EFFETS
DU STRESS MECANIQUE

Dans cette partie, en plus du MIS1 (radical perthiyl), nous avons identifié et catactérisé trois

composantes supplémentaires (MIS2, MIS3, MIS4) par rapport aux travaux de réference

publiés avant cette thèse. Nous avons également mis en évidence le rôle primordial que joue

l'humidité dans les phénomènes de décroissance de ces differentes composantes du MIS.

L'effet de i'humidité permet d'expliquer les différences entre nos données et les données

publiées, notamment pour ce qui concerne la stabilité des signaux. Le MISi était ainsi

considéré comme stable. Nous avons mis en évidence que l'ensemble des composantes du

MIS sont éliminées par une humidiflrcation de l'ongle. De ce fait, le MIS, contrairement à ce

qui a été longtemps postulé, ne constitue pas un problème pour les applications en dosimétrie.

Ce résultat est capital car des efforls importants sont réalisés par ailleurs pour développer soit

des systèmes de mesure in vivo, soit des codes de déconvolution pour s'affranchir du MIS ou

le prendre en compte.

Nous avons pu établir que le signal qui est mesuré après élimination de tous les signaux

connus du MIS par humidification n'éfaitpas une composante stable du MIS. Ce signal, dont

l'origine reste encore à déterminer, entre très probablement dans la catégorie des signaux

intrinsèques. De ce fait, il est nommé ( BG >. Ce signal est stable thermiquement, mais son

amplitude varie en fonction du taux d'humidité de l'ongle. De manière surprenante, lorsque

l'ongle se déshydrate l'amplitude de ce signal augmente. La présence de ce signal constitue la

principale difficulté dans l'analyse des signaux tosimétriques, car ces derniers se superposent
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au < BG >. De la connaissance de ce signal et de Ia capacité à déterminer son intensité

dépendra la précision de l'évaluation dosimétrique et les limites de détection associées.

Il sera sûrement nécessaire pouÍ consolider les données acquises sur le ( BG ) et confirmer

les hypothèses quant à sa nature de réaliser des études supplémentaires. Ainsi I'utilisation de

l'imagerie RPE bande X pourrait permettre de confirmer que les radicaux associés sont bien

localisés dans l'ensemble de la matrice de I'ongle et pas uniquement sur le bord de coupe

coÍìme c'est le cas des radicaux associés au MIS. Afin d'établir sa nature, des mesures avec

des techniques de RPE avancées (RPE pulsée et bande W) ou de luminescence pourraient être

envisagées. La meilleure compréhension de ce signal est une étape nécessaire pour définir des

protocoles permettant soit de mesurer ou d'éliminer sélectivement le < BG > ou les signaux

radio-induits.
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Chøpitre V Les signøux induits pør iruødiution dans les ongles

A. INTRODUCTION

De la même manière que nous avons décrit dans le chapitre IV les signaux induits par le stress

mécanique (MIS), les differentes composantes radio-induites (2S) du signal RPE des ongles

sont détaillées dans ce chapitre V. Dans un premier temps, nous avons identifié les différentes

composantes du RIS. Au début de ce fiavail, seule une composante du RIS (RIS21) avait en

partie été identifiée autour de g:2 (Symons et aI., 1995). Cependant, elle n'avait pas été

correctement identifiée du fait de la présence de composantes du MIS (MIS2, MIS3 et MIS4),

qui n'avait pas encore été mise en évidenc e. La caractérisation des signaux intrinsèques et du

MIS était le préalable à l'étude des signaux RPE radio-induits. Dans ce chapitre, nous

reportons l'identification de cinq composantes dans le RIS. Nous verrons que les quatre

premières composantes (RISI, RIS2, RIS3, RIS4) présentent de fortes similarités avec des

composantes identifiées du MIS (MIS1, MIS2, MIS3 et MIS4).

La complexité du signal mesuré dans les ongles n'est pas le seul point qui a limité le

développement de I'utilisation des ongles en dosimétrie. Comme pour le MIS, l'un des

principaux résultats de ce chapitre réside dans la mise en évidence de l'effet de l'humidité

dans la décroissance de ia plupart des signaux identifiés. L'instabilité de la plupart des

signaux radio-induits dans des conditi ons in vivo d'humidité et de température est le principal

facteur qui limite la possibilité d'une application en dosimétrie.

En effet, il est nécessaire que le ou les signaux susceptibles d'être utilisés pour estimer les

doses soient suffisamment stables in vivo pour être mesurés après des délais de plusieurs

semaines ou mois. La complexité du signal RPE et le fait que les composantes du RIS les plus

intenses (notamment le RIS2) soient affectées par I'humidité sont très probablement

responsables du fait qu'à ce jour aucun cas d'application de dosimétrie des ongles n'a été

reporté, à notre connaissance. L'étude détaillée des comportements respectifs de ces différents

signaux vis-à-vis de l'humidité, mais également de la température et de la dose, présentée

dans ce chapitre, avait pour principal objectif d'identifier une ou plusieurs composantes

sufftsamment stables pour être utilisées pour évaluer une dose.

Le résultat le plus important de ce travail de thèse réside dans l'identifÏcation doun

signal radio-induit a priori suffisamment stable pour être mesuré dans des délais

compatibles avec les exigences de la dosimétrie d'accident ou du tri de population.

t La nomenclature du RIS ne suit pas l'ordre chronologique de la misc etr évidence des signaux, mais pour

faciliter la lecture est calquée sur ceùe du MIS, la plupart des signaux du MIS et du RIS étant très similaires.
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Ce signal est nommé par la suite RISS. Nous veffons que la formation de MIS ne gêne pas

l'analyse du RISS. Cette information est également d'importaîce, car la présence du MIS est

la principale motivation dans le développement de technique de mesure in vivo des ongles

pour la dosimétrie ou de méthodes de déconvolution permettant de séparer MIS et RIS (He et

aL, 2011). Cependant, le RIS5 présente des caractéristiques spectrales très similaires au

( BG ) et son intensité est du même ordre de grandeur que celle du < BG >. Cette similarité

est la principale difficulté dans l'analyse et I'estimation de l'intensité du RIS5 et donc dans

l'estimation des doses. L'incidence de la présence du < BG )) sur l'analyse du RIS5 et

I'estimation des doses est discutée dans ce chapitre et plusieurs approches pour tenter

d'éliminer sélectivement l'une ou l'autre de ces deux composantes ont été testées. Ces

données ont permis d'élaborer deux protocoles complémentaires d'estimation des doses, l'un

dédié aux fortes doses (D>10 Gy) et l'autre aux plus faibles doses (D< 10 Gy) très

probablement applicable au tri de population. Ces deux protocoles font l'objet du chapitre VI,

de même que les premières applications à des cas concrets d'accident radiologiques.

B. ETUDES DES SIGNAUX RADIO.INDUITS

La présentation sur la Figure V.1 de spectres RPE d'ongles irradiés à différentes doses permet

de mettre en évidence plusieurs composantes dans le RIS. En effet, si pour les plus faibles

doses i'allure du spectre est très similaire au signal avant irradiation (( BG >), à plus forte

dose (> 1 kcy) des composantes supplémentaires sont observées. Il faut noter que les spectres

présentent un certain nombre de similarités avec les spectres du MIS. Les spectres mesurés

pour des ongles irradiés à forte dose sont très similaires à ceux mesurés après broyage ou

coupe.

On distingue nettement une structure anisotrope avec des valeurs de g identiques au MIS1

(radical perthiyl), nommé par analogie RIS1 sur ia Figure V.1. n est tout à fait envisageable

que des modes de production différents induisent des espèces radicalaires identiques et il
semble opportun d'analyser les spectres d'ongles inadiés à la lumière des résultats obtenus

dans ie chapitre IV sur le MIS. D'autant que pour l'analyse du MIS nous nous sommes

souvent réferés à des travaux portant sur des acides aminés ou des polypeptides irradiés.

2t2



Chapitre V Les signaux induits par itudiation dans les ongles

RI54 - 
avant irradiation

- 
0,4 kGY_1kcy

_ Skcy

- 
10 kcv

RISl

2,023
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RlS2+RlS5
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1,998

335 340 345 350 355 360

B (mT)

Figure V.l ; évolution du spectre RPE d'ongle irradié enfonction de la dose d'irradiation,
irradiøtions et mesures en bande X r,éalisées à température ambiante.

Ainsi, il est possible sur la Figure V.1, pour les spectres d'ongles inadiés à 5 et 10 kGy, de

distinguer un doublet à g: 2,004 que nous nommerons RIS3 par analogie avec le MIS3. Sur

ces spectres, il n'est pas observé de signaux radio-induits comparables à la signature du MIS4.

Néanmoins, cela ne signifie pas, dans des conditions différentes de mesure et d'irradiation,

que l'équivaient du MIS4 ne soit pas observable. Compte-tenu que ce signal n'est pas

observable dans les conditions normales de température et d'atmosphère et donc ne présente

pas d'intérêt du point de vue dosimétrique, nous n'avons pas tenté de le mettre en évidence

avec des conditions de mesure particulières.

Pour les doses les plus faibles, le spectre est dominé par un singlet, du moins en bande X,

avec des caractéristiques proches de celles du MIS2 ou du ( BG ). Il s'agit bien d'un signal

radio-induit, l'amplitude augmentant avec la dose. Nous établirons dans la suite de ce chapitre

que ce signal est en fait constitué de deux singlets, avec des propriétés de stabilité très

differentes. La composante la plus intense est également la plus instable et présente donc un

comportement proche du MIS2. Cette composante est nommée RIS2, même si les

caractéristiques spectrales sont légèrement différentes (9:2,005). La composante stable de ce

signal radio-induit n'a pas d'équivalent dans le MIS (toutes les composantes étant instables),

mais présente des caractéristiques spectrales identiques à celle du MIS2 et du < BG >. Cette

nouvelie composante du RIS est nommée RIS5.

Le Tableau V.1 résume la nomenclature des differentes composantes du RIS, leurs principales

caractéristiques et 1'éventuelle coffespondance avec les composantes du MIS. Ces

correspondances sont établies sur la base des caractéristiques spectrales et du comportement

du signal, notamment la stabilité.
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Chupitre V Les signaux induits pur irradicttion duns les ongles

Tableau V.I : nomenclature et caractéristiques des dffirentes composantes du RIS

Etant donné que les RISI, RIS3 et RIS4 sont des signaux instables et qu'ils n'apparaissent

qu'à de très importantes valeurs de doses, leur étude n'a pas eté détalllée et notre travail s'est

principalement concentré sur les signaux apparaissant autour de g:2 qui sont susceptibles

d'être utilisés pour estimer les doses de rayonnement.

8.1 Description du RIS I
Comme le montre la Figure Y .2, \e RIS 1 et le MIS 1 présentent des caractéristiques spectrales

identiques. Il est donc très probable que les radicaux à l'origine du RIS1 soient de même

nature que ceux associés au MIS 1 ou ceux induits dans les polypeptides irradiés contenant de

la cystéine. Ainsi le radical perthiyl (RSS") est l'espèce radicalaire la plus probable pour

expliquer le RIS1. I1 est intéressant de noter que le RIS1 est observable pour les échantillons

inadiés aux doses les plus importantes. Dans la gamme de dose habituellement rencontrée

pour les accidents radiologiques (0-100 Gy), cette composante n'est pas mise en évidence.

D'après la Figure V.1, la relation dose - signal est linéaire sans effet de saturation jusqu'à au

moins 10 kGy.

Nomenclature des

composantes du NS

Caractéristiques

spectrales

Signal correspondant dans

le MIS

Remarques

RISI g1:2,055 ; 92:
2,023 ; 93:1,998 et

a¡1 : 0,85 mT

Mrsl (RSS')

(gl:2,055 ; 92:2,023 ;

93:1,998 et as:0,85 mT)

Mêmes caractéristiques

spectrales et d' instabilité

RIs2 Singlet (9:2,005) Mrs2 (c) ?

(Singlet g:2,004)

Valeur de g légèrement

difÍérente, espèces instables

RIs3 Doublet, 9:2,004 ef

ari:2,0 mT

Mrs3 (c)

(Doublet, 9:2,004 et a¡1 :

2,0 mT)

Mêmes caractéristiques

spectrales et d' instabilité

RIs4 91:2,025, 92:2,008

et 93:2,003 et as :
1,4 mT

Mrs4 (RSO')

(91:2,025, 92:2,008 et 93:

2,003 et a¡¡: 1,4 mT)

Mêmes caractéristiques

spectrales et d'instabilité

RIS5 Singlet (2,004) Pas de correspondant, pas

de composante stable dans

le MIS

Caractéristiques spectrales

similaires au < BG > et

MIS2
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M

Mn2*

-2000
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-6000

-8000

335 340 345 355 360 365 370

Figure V.2 : comparaisons de spectres du MIS et du RIS (10 kcy) mesurés en bande X à

température ambiante à une puissance micro-onde de 20 mW'

Dans le cas de l'irradiation, si l'on se réfère aux travaux publiés sur les protéines irradiées, le

radical perthiyl n'est a priori pas le produit primaire de l'interaction des photons. Lors

d'irradiations de protéines ou d'ongles réalisées à basse température et pour des mesures

réalisées dans les mêmes conditions, le radical perthiyl n'est pas mis en évidence (Truby,

1964; Akasaka et a1., 1964; Dondi et al., 2010). Lorsque la température augmente, la

signature du radical perthiyl apparútprogressivement pour finaiement dominer à température

ambiante. Le radical perthiyl n'est donc pas formé directement patla scission d'une liaison

C-S au niveau des ponts disulfures par l'interaction des rayonnements ionisants. I1 semble

également que la formation du radical à partir de radicaux thiyls issus d'une scission directe

au niveau des liaisons S-S n'est pas non plus envisageable. A basse température, dans

différents types de protéines contenant des résidus de cystine, il a été mis en évidence la

présence de radical anion de type (R-S-S-R')- (Truby, 1964 ; Akasaka et al., 1964)' Dans les

ongles inadiés à forte dose (1 kGy) et mesurés à basse température, le radical anion domine le

spectre RPE et une composânte peu intense liée aux radicaux thiyls est également observée

(Dondi et al., 2010). La liaison disulfure est un site très électronégatif qui tend à capter les

électrons qui migrent le long des polypeptides suite à des phénomènes d'ionisation ou de

réarrangements intra ou inter moléculaires. Cette espèce n'est pas stable à température

ambiante et il est très probable que le radical perthiyl soit le produit final des processus

réactionnels liés au radical anion. Akasaka et al. (1964) ont montré que le radical anion se

dissocie en RS- et RS". Les mécanismes réactionnels menant à la formation du radical perthiyl

à partir du radical thiyl ont déjà été décrits dans la partielraitant du MISI. La réaction des
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Chapitre V Les signaux induìts pør itsdiøtion duns les ongles

radicaux thiyls (RS') avec les groupements thiols (RSH) donne lieu à la formation du radical

perthiyl.

Aa jínal, bien que le MISI et le KISI soient liés øu même rødicøl perthiyl (RSS"), les

processus de formøtíon sont très différents. Duns le cus du MIS, il s'øgit ø priori

principølement d'une rupture homolytique des liøisons S-5, alors que pour le RISI, la

scission de la liøison pøsse pør laformatíon du radical ønion lft-,S-,S-n?' suíte øu píégeage

d'un électron sur lø líøison disulfure. Dans le premier cus, deux rødicøux thyils (RS") sont

formés, alors que, pour I'irrudiøtíon, lø dégrudation du radicul union mène à lø formation
d'íon thioløte (RS) en plus du rudicøl thyil.

8,2 Description du R/S 3

Le RIS3 est constitué d'un doublet présentant des caractéristiques similaires à celui observé

pour le MIS3 (9:2,004 et as : 2,0 mT). De la même manière que le 2S1, cette composante

n'apparút que porr les doses les plus élevées, et ne présente donc pas d'intérêt particulier

pour les applications en dosimétrie. D'après ses caractéristiques spectrales, il est fort probable

que le ou les radicaux associés soient, comme pour le MIS3, centrés sur le carbone avec un

couplage hyperfin comportant un unique proton dans l'environnement immédiat. Si les

caractéristiques du RIS3 et du MIS3 sont similaires, il n'est pas évident que les radicaux

soient pour autant localisés sur les mêmes types d'acide aminé. Seule une étude détaillée de

ce signal pourrait le cas échéant apporter des éiéments de compréhension vis-à-vis des

mécanismes de formation et de la nature des espèces radicalaires associées à ces signaux.

Pour le MIS3, c'est a priori des réarrangements inter ou intra moléculaires, suite aux ruptures

mécaniques des polypeptides, qui sont à l'origine de ces radicaux carbonés. Dans le cas de

l'irradiation, ces phénomènes de scission sont généralement observés à forte dose, ce qui

pourrait expliquer que le RIS3 n'apparút qu'à forte dose. Cependant, dans le cas de

l'irradiation, en plus des phénomènes de scission de la chaîne principale, la perte d'un proton

sur les atomes constituants les acides aminés peut également intervenir directement par

l'interaction des rayonnements ionisants ou par l'action de OH", produit de la radiolyse de

l'eau. Dans le cas de l'irradiation, les pertes de protons peuvent également avoir lieu sur les

chaînes latérales des polypeptides, ce qui permet d'envisager un grand nombre de possibilités

quant à la nature des radicaux primaires, sans compter Ia variété des mécanismes réactionnels

secondaires qui peuvent également intervenir. En effet, suite à la perte d'un proton, le site

radicalaire peut migrer le long de la chaîne polypeptidique par des mécanismes internes

d'abstraction de I'hydrogène. La migration est stoppée lorsque l'abstraction intervient sur les

liaisons les moins énergétiques, c'est-à-dire celles de type X-H. Comme plusieurs radicaux

peuvent être formés sur la même chaîne, toute tentative de prédiction des radicaux

effectivement formés au final est rendue diffrcile.

Si l'on considère les radicaux primaires formés par un mécanisme d'abstraction d'un proton

sous l'effet des photons, alors les radicaux centrés sur le carbone tels ceux à l'origine du RIS3

2t6



Chøpítre V Les signøux induits pør irradiatìon dans les ongles

devraient être observés sur le spectre RPE d'ongles inadiés à 1 kGy et même dominer le

spectre RPE. En effet, si I'on considère l'irradiation de quantités similaires d'acides aminés

(de l'ordre du mg) sous leur forme cristalline (glycine ou alanine pat exemple), il est possible

de détecter les signaux associés à partir de dose de l'ordre de quelques dizaines de Gy. Dans

notre cas, nous devrions également détecter des signaux RPE de type triplet, quadruplet du

fait de l'interaction des radicaux avec les protons environnants, comme c'est le cas par

exemple pour le spectre de l'alanine irradiée qui présente un quadruplet (interaction avec 3

protons).

Ceci signifie que le RIS3 n'est donc pas a priori lié à un radical primaire formé par perte d'un

proton induit par f interaction des photons. On peut donc considérer que soit les atomes de

carbone ne sont pas forcément les sites privilégiés pour stabiliser les radicaux formés suite à

la perte d'un proton par interaction directe des rayonnements ionisants ou par réaction avec

OHo, soit que la plupart des radicaux formés se recombinent. De la môme manière que pour le

MIS3, même si le stress initial est différent, les radicaux à I'origine du RIS3 sont issus des

réarrangements moléculaires suite à la scission des chaînes polypeptidiques.

A ce stude, nous pouvons juste supposer que le RIS3 est líé øu coupluge d'un ëlectron non

apparié sur un atome de curbone avec un unique proton et que le mode de production des

rødicuux øssociés est très probøblement lié, comme pour le MIS3, ù des phénomènes de

scission des chøînes polypeptidiques qui íntervíennent uniquement àfortes doses.

8.3 Description du RIS 4

Le RIS4 (du moins sa composar$e 92) peut être clairement observé sur les spectres d'ongles

inadiés à des doses supérieures à 1 kGy (Fig. V.1). En bande X, le RIS4 et le MIS4 présentent

une signature spectrale très similaire. Sur la Figure V.1, il est intéressant de noter que le RIS4

apparút de même manière concomitante au RIS1. A faible dose (<100 Gy), le RIS4 n'est pas

mis en évidence. De ce fait, il présente peu d'intérêt pour les applications en dosimétrie. Les

spectres RPE d'ongles inadiés en bande Q, permettent de mieux mettre en évidence la

composante 92 de ce signal (Fig. V.3). La valeur de constante du couplage hyperfin mesurée

sur la composante g2 est similaire à celle observée pour le MIS4 (1,5 mT). Il est donc très

probable que le radical à l'origine du RIS4 soit de même nature que pour le MIS4 (RSO'). Ce

radical est produit à partir des radicaux thiyls coÍìme pour le RISi. Les réactions de

formation du radical perthiyl (MISI et RISI) et sulfinyl (RIS4 et MIS4) nécessitent la

présence de groupements thiols. En conditions normales d'atmosphère (présence d'oxygène),

ces deux types de radicaux sont donc susceptibles d'être produits de manière simultanée, ce

qui est cohérent avec le fait que ces deux signaux apparaissent au même niveau de dose.
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Figure V.3 : spectre RPE d'ongle irradié à I0 kGy mesuré en bande Q à temp,érature

ambiante et à une puissance de 23 mW.

Le RIS4 est øssocié à la même espèce radicaløíre que le MIS4, le rødicøl suffinyl (RSO").

Ce radicøl n'est mesúrøble que pour des doses élevées (>lkGy) et est pør ailleurs instable à

température et humìdité ømbiønte. De ce føit, il ne présente pøs d'intérêt purticulier poar lø

dosimétrie, et duns lø gamme de dose des applìcøtions envisøgëes (<100 Gy), le RIS4 ne

pose donc pas de problème pour l'anølyse des signøux utilßée pour estímer les doses (RIS2

et RISS).

8.4 Etude et description du RrS 2

Dans cette pafüe, nous décrivons plus en détail le RIS2, seul signal préalablement identifié

qui pouvait présenter un intérêt pour la dosimétrie, principalement du fait de sa présence à

partir de doses de l'ordre de quelques Gy.

8.4.1 Description du RIS 2

Le RIS2 domine le spectre du RIS jusqu'à des doses de I'ordre de 1 kGy. Au-delà, le MISl et

MIS3 se superposent au RIS2. En bande X, le RIS2 apparaît comme une raie isotrope à

9:2,005 avec une largeur pic à pic de 0,9 mT. Une saturation de ce signal peut être observée

sur la Figure V.1 pour des doses supérieures à quelques centaines de Gy. Le RIS2 présente

une valeur de g (2,005) légèrement supérieure à celle du < BG > (9:2,004).

Des mesures réalisées en bande Q permettent de mettre en évidence cette légère différence de

g avec le ( BG ). La Figure V.4 présente des spectres RPE mesurés en bande Q à

température ambiante, après imadiation et après que l'ongle irradié ait été humidifié. On peut

ainsi noter qu'après humidification, la composante la plus intense du signal à 9:2,005,
correspondant au RIS2, est éliminée. La deuxième composante du signal observable sur le
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spectre mesuré après humidification à 9:2,004 est une composante stable qui correspond au

( BG > et au RIS5, tels que nous les avons définis.

- 
après irradiation

- 
après humidification

RI52

g=2,005

0,03

0,02

Mn'*

,ti 0,01

mÎt
Þ 0,00

-0,01

-0,02

BG+RIS5

g=2,004

Mn2*

1212 1214 12161202 1204 1206 1208 1210

B (mT)

Figure V.4 ; spectres RPE mesurés en bande Q d'un échantillon d'ongle irradié à une dose de

20 Gy, préalablement humidffié. Les mesures ont étë réalisées après l'ircadiation, et après

humidification de l'échantillon irradié à température ambiønte et à une puissance de 23 mW.

En bande Q il est possible de séparer le RIS2 du < BG > et du,RI^S5. Le RIS2 est constítué

d'un sínglet øvec une vøleur de g égale à 2,005. Cecí indique qae le rødícøl øssocié øu RISS

est vraisembløblement d'une nøture dífférente de ceux associés au MIS2 ou øu ( BG Ð.

8,4.2 lnfluence de I'hum¡d¡té sur la stabilité du RlS2

Le RIS2 est éiiminé suite à l'humidification de l'ongle de la même manière que pour le MIS2

(Fig. V.a). I1 est donc très probable que la stabilité du RIS2 soit corrélée, solnme pour le

MIS2, aux conditions d'humidité et de température. Concernant l'effet de l'humidité, nous

avons réalisé une étude plus détaillée que pour le MIS2, car le RIS2, même instable dans les

conditions normales de température et d'humidité, peut néanmoins être envisagé pour estimer

des doses pour peu que l'on puisse corriger le signal mesuré de sa décroissance et prélever les

échantillons dans des délais très courts après irradiation (de l'ordre de quelques heures). La

Figure V.5 montre la variation de la décroissance de l'amplitude du RIS2 en fonction de

l'humidité présente dans l'ongle au début de la mesure.
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Figure V.5 : Influence du taux d'humidité de l'ongle exprimé en o/o de la masse de I'ongle sur
la décroissance du RIS2. Mesures réalisées à température ambiante en bande X. Echantillons

irradiés à 100 Gy par des rayons y (oCo).

L'humidité a été exprimée en fonction de la perte de masse de i'ongle entre le début de la

mesure RPE et après déshydratation de l'échantillon. On note que plus l'humidité initiale de

i'échantillon est élevée, plus la décroissance est rapide. Le taux de 7o/o correspond au taux

moyen d'humidité in vivo. Avec ce taux initial, une diminution de 50o/o da signal est observée

en environ deux heures. Sur des ongles déshydratés, le signal mesuré augmente de 20 o/o, dans

les vingt premières heures puis se stabilise.

On peut également noter que le signal se stabilise à des valeurs d'amplitude qui semblent être

corrélées au taux d'humidité. Plus le taux d'humidité est faible et plus l'amplitude du signal

stabilisé est élevée. Entre 8 o/o et 0o/o d'humidité initiate, un facteur 5 est observé entre les

deux valeurs d'amplitude du signal stabilisé. L'humidité est bien un paramètre déterminant

dans la compréhension du comportement du RIS2. De plus, le taux d'humidité de l'ongle

varie au cours de la mesure, ce qui rend f interprétation des données délicate. Il semble donc

difficile d'évaluer les fonctions de décroissance par des modèles simples. En effet, une fois

prélevé, et laissé à température et humidité ambiante (20"C et 40o/o d'humidité), I'ongie se

déshydrate très rapidement, 5o/o en 2 heures, et la perte d'humidité se poursuit ensuite de

manière plus lente sur les jours suivants (Fig. V.6). Lorsque l'échantillon mesuré est laissé

dans la cavité pour suivre la décroissance du signal, du fait de I'action du rayonnement micro-

onde (échauffement), la déshydratation est encore plus rapide, ce qui fait que les mesures

réalisées ne sont pas représentatives de la réalité. Il s'agissait surtout de mettre en évidence le

rôle de l'humidité dans les processus de décroissance du RIS2.
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Figure V.6 : perte de masse d'un prélèvement d'ongle enfonction de la durée écoulée après

prélèvement (température 20"C et 40o',ó d'humidité).

L'estimation d'une dose à pafür du RIS2 semble donc beaucoup plus complexe que pour les

matériaux utilisés en dosimétrie, même ceux présentant une instabilité (sucres, veffes

minéraux et polymères) car dans ces cas, c'est uniquement la température qui détermine leur

décroissance, généralement selon la loi d'Arrhenius.

Pour estimer une dose à pafür du RIS2, il faut pouvoir prélever les ongles dans des délais

courts après l'accident, ce qui implique son identification quasi immédiate et des prises de

précaution par rapport à l'humidification des ongles. Dans ces conditions très restrictive, il
peut être envisagé d'utiliser le RIS2 pour estimer une dose. Il faudra alors réaliser un

étalonnage avec des conditions identiques (délai entre irradiation et mesure, taux d'humidité,

température, etc.) à celles de l'accident ou corriger le signal mesuré pour se rapporter aux

conditions de l'étalonnage, car celies-ci, comme nous venons de le montrer, ont une forte

influence sur la stabilité du signal. Une différence entre les conditions d'étalonnage et celles

de l'accident peut amener à des erreurs significatives sur l'estimation des doses. Il serait donc

nécessaire de pouvoir estimer quelle est ia décroissance du signal de l'ongle in vivo ou du

moins dans des conditions de stockage permettant de simuler un taux d'humidité et une

température similaires aux conditions in vivo. Avec ces données il est a priori possible de

corriger l'amplitude du RIS2 de la décroissance du signal.

Cependant, si l'on considère des constantes de décroissance plus élevées in vivo que pour les

données correspondant à 7o/o d'humidité (Fig. V.5), la décroissance complète du signal

intervient dans des délais inferieurs à 20 heures.
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Cette approche pourra être mise en ceuvre uniquement si l'irradiation est identifiée et connue

dans des délais courts avec un prélèvement des ongles réalisé autant que possible dès la

connaissance de l'accident. Le fait qu'un simple lavage de main annihile complètement le

RIS2 impose des conditions de délais encore plus sévères. Ceci implique en pratique que

I'accident soit quasiment immédiatement connu et que les ongles soient prélevés sans attendre

et stockés dans des conditions adéquates. On comprend que ces conditions ne permettent pas

d'envisager une application pour le tri de population, et que l'utilisation du RIS2, si aucune

autre composante ne permettait d'estimer une dose sur les ongles, se limite à des situations

d'accident se produisant dans des installations nucléaires avec des équipes d'assistance

réactives et ayant connaissance des procédures. Si l'on regarde les accidents de ces vingt

dernières années, une telle procédure auraitpu s'appliquer à un ou deux cas d'accident (Sarov

(1996) et Tokai-Mura (1997)). Dans ces deux cas, il s'agit d'accidents de criticité qui ont été

immédiatement identifiés du fait de la production d'un < flash > de criticité. Dans le cas de

l'accident de Sarov, les doses aux mains étaient extrêmement élevées (manipulation d'un

assemblage critique) (AIEA, 2001). La composante de la dose due aux neutrons a été estimée

au niveau des mains par l'activation du soufre contenu dans les ongles et celle due aux

photons aurait pu être estimée par RPE.

Au final, compte tenu du champ d'application limité pour l'utilisation du RlS2, et du fait que

ce signal peut être facilement éliminé par humidification, nous ne reportons pas l'ensemble

des données que nous avons acquises sur le RIS2. En effet, le RIS2, induit par les post-

irradiations nécessaires pour I'estimation des doses et qui peut être alors considéré comme un

signal parasite, peut être éliminé par humidification. Un premier protocole concernant son

utilisation avait été néanmoins publié au début de la thèse sur la base des connaissances

acquises à cette époque (Trompier et a1.,2007).

La décroíssance du RIS2 est liée øu taux d'humidité de l'ongle. Ce signal est donc dfficile

d'utilisøtion pour une estimution de dose. Une humidiJicøtion de I'ongle permet d'éliminer

le kIS2.

8.4.3 lnfluence de la température sur la stabilité du RlS2

Même si ce signal est relativement intense, du fait l'influence de l'humidité, le RIS2 présente

peu d'intérêt en dosimétrie. Cependant, dans l'ensemble des travaux publiés sur la dosimétrie

avec les ongles, seul le RIS2 a été jusqu'à ce jour considéré (Symons et al., 1995 ; Trompier

et al., 2007, Reyes et al., 2008 ; Reyes et al., 2009 ; V/ilcox et aI.,2010; Black & Swarts,

2010 ; Romanyukha et al., 2010 ; He et al., 2AI1). Pour tenter de comprendre et d'interpréter

les données publiées, nous avons également étudié I'effet de la température sur des ongles

déshydratés.

La Figure V.7 montre la décroissance du RIS2 en fonction de la température de stockage pout

des ongles fraichement prélevés. De la même manière que pour les autres composantes

induites dans les ongles, la constante de décroissance augmente avec la température. On peut
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noter que pour les températures les plus basses, le signal est stabilisé de la même manière que

pour des ongles déshydratés. La conservation des ongles à basse température permet donc

d'arrêter la décroissance du RlS2, ce qui peut présenter un intérêt si les conditions d'un

accident permettaient d'envisageï une estimation des doses à partir du RIS2. C'est-à-dire si les

ongles ne sont pas humidifîés et s'il est possible de les prélever dans un délai court après

inadiation. De telles conditions sont extrêmement rares et très éloignées des conditions d'un

accident de grande ampleur. A contrario, si l'objectif est d'éliminer cette composante, une

élévation de la température peut permettre d'augmenter la cinétique de décroissance' Etant

donné que ce signal est instable et facilement éliminé, et que son champ d'application est de

ce fait très limité, nous n'avons pas jugé utile de reporter une courbe de traitement thermique

isochrone.
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-o-269K-50Gy
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Figure V.7 ; décroissance du RIS2 enfonction de lø temp,érature de stockage des ongles

(Isotherme). Mesure réalisées en bande X à température ambiante à une puissance micro-

Lø décroksance du Rrs2 est égøtemr:;o;:rt:lr*par*ure de stockøge de t'ongte. (Jne

élévation de la tempérøture de stockøge permet d'øugmenter la cinétíque de décroissunce,

8.4.4 Amplitude du RlS2 en fonction de la dose

Dans Reyes et al. (2009), nous avions mis en évidence que la réponse en dose était différente

selon que l'on ait considéré des ongles fraichement prélevés ou des ongles déshydratés (Fig'

V.8). Les ongles déshydratés présentent une sensibilité2 plus élevée à la dose d'environ 400á

en moyenne. Dans les deux cas, la réponse à la dose peut être parfaitement ajustée par une

fonction linéaire (R2:0,999 pour les deux courbes).

2 La sensibilité est défrnie comme le rapport amplitude du signal sur la dose. Cette quantité n'est pas toujours

corrélée au rendement radiolytique.
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Figure V.8 : variation de I'amplitude du RIS2 enfonction de la dose pour des ongles iruadiés
pour dffirents délais après prélèvements (DP), dans des délais inférieurs ou supérieurs à 24

heures (Courbes réalisées à partir des données publi,ées dans Reyes et al., 2009).

Dans Reyes et al. (2009), nous avions noté une corrélation entre, d'une part, le temps écoulé

entre le prélèvement et l'irradiation et, d'autre part Ia sensibilité, mais sans pour autant

interpréter cette dépendance. La sensibilité à la dose augmente en fonction du délai après

prélèvement. Ces données ont été acquises en prenant soin de contrôler autant que possible les

paramètres pouvant influer sur l'amplitude du RIS2 (température, délai entre irradiation et

mesure, humidité, etc.).

Le seul paramètre variant entre les deux types d'échantillon est donc ie temps après

prélèvement, ce qui implique une variation avec le taux d'humidité des ongles. Nous avons

mis en évidence précédemment qu'une faible variation du taux d'humidité pouvait affecter de

manière significative la constante de décroissance du RIS2 et a priori de manière identique

quelle que soit la dose. Une différence de 40o/o au niveau de l'amplitude du RIS2 est

parfaitement compatible avec les taux d'humidité associés aux deux types d'ongles. C'est, par

exemple, la difference qui pourrait être observée 10 heures après irradiation à température

ambiante pour des ongles présentant un taux initial d'humidité de 5,5 et 3%o.

La variabilité observée sur la réponse en dose des deux types d'ongles étudiés peut être

considérée conìme faible par rapport à d'autres matériaux biologiques étudiés par RPE.

L'écart-type sur la sensibilité moyenne est respectivement de 6%o pour les ongles fraichement

prélevés et de 2%o pour les ongles prélevés plus anciennement, à comparer avea 13 o/o pour

l'émail dentaire (Wieser et al., 1996). A priori, il semble difficile de déterminer si la
variabilité apparente est liée à une variation du rendement radiolytique, correspondant au

nombre d'espèces créées par 100 eV d'énergie déposée, ou à une variabilité du taux

d'humidité. Cependant, la variabilité du taux d'humidité est supposée plus importante pour les
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ongles fraichement prélevés et à variation égale l'effet est plus important que pour les ongles

plus anciens et donc plus secs. Ceci est cohérent avec le fait que la variabilité est plus

importante pour les ongles fraichement prélevés que pour les ongles plus secs'

On se rend compte, avec ces dernières observations, qu'il serait extraordinairement compliqué

d'estimer une dose à partie du RIS2. La question de l'étalonnage devient complexe et très

sensible aux conditions extérieures et à l'humidité de l'ongle. Ceci peut induire, pour peu

qu'une méthodologie soit développée, des erreurs significatives sur l'estimation de la dose

pour de petites variations sur l'estimation de l'humidité de I'ongle.

Concernant la saturation du RIS2 en fonction de la dose, nous avons noté un comportement

linéaire de la réponse d'ongles déshydratés jusqu'à au moins 300 Gy (Trompier et al., 2009).

Ces données ne sont a priori pas en accord avec celles de Black & Swarts (2010) qui

observaient une saturation à des doses inferieures à 100 Gy, avec des ongles humidifiés avant

irradiation. Nous avons pu noter de telles différences de comportement lorsqu'il s'agissait

d'ongles fraichement prélevés et lorsque le délai entre irradiation et mesure était soit de

l'ordre de quelques heures, soit de plusieurs jours voire semaines (Reyes et al., 2008).

Lorsque le délai entre I'irradiation et la mesure est significatif ou lorsque les ongles sont

humidifiés avarftirradiation, la courbe de réponse en dose observée n'est plus dominée par le

RIS2 qui a en grande partie décru, mais est dominé en fait par la composante stable du RIS

(g: 2,004), le RIS5 qui présente une saturation en dose autour de 50 Gy comme nous le

veffons dans la partie 8.5. En bande X, il n'est pas possible de séparer ces deux contributions.

Dans Reyes et al. (2008), nous avions également mis en évidence des comportements très

différents de la réponse en fonction de la dose, selon que les ongles étaient ou non humidifiés

avant la première irradiation. Nous avions alors tenté d'expiiquer les différences de réponse

par les effets de déformation mécanique qui se produisent dans les ongles lors de la coupe.

Avec les données que nous avons acquises depuis, notamment la compréhension des

differentes composantes du RIS vis-à-vis de l'humidité et l'identification d'une nouvelle

composante du RIS, le RIS5, il est devenu possible d'expliquer l'ensemble des phénomènes

observés avec les ongles inadiés et également les apparentes contradictions entre ies

différentes données publiées dans la littérature.

En conclusion, íl semble très dfficile øvec les connaissønces ucquises d'estìmer øvec

précßíon une dose reçue sur lø bøse de l'anølyse de l'ømplitade du RIS2, du fuit de

l,influence de t'humìdité sur l'amplitude de ce sìgnøL. Ceci tend à expliquer pourquoì

øucune applicøtion sur des cøs réels n'u jamais ëté reportée à ce iour, bien que plusíears

équipes øíent étudié cette problémutique, cur, duns toutes ces études, seul le RIS2 u été

considéré pour estimer les doses. L'un des poínts marquants de cette thèse est lø mise en

évídence d'une composante du RIS stable et non uffectée pur I'humidité.
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8.4.5 Origine du RlS2

Précédemment, nous avons mis en évidence, notamment par l'utilisation de la bande Q, que le

RIS2 et le MIS2 présentaient des caractéristiques spectrales légèrement différentes. Le facteur

g du RIS2 est légèrement supérieur à 2,005, alors que celui du MIS2 ou du ( BG ) est de

2,004. Ce décalage de valeur de g peut indiquer qu'il s'agit d'un radical différent de ceux à

l'origine du MIS2 et du ( BG ). Un signal de type singlet avec 9:2,0053 présent sur les

spectres de cystéine ircadié a été attribué au radical sulfonyle (RSOz") (Sevilla et a1., 1988).

La Figure V.9 donne une représentation de ce radical. Il est donc tout à fait possible

d'envisager ce radical comme étant à I'origine du RIS2.

o-
/

R_S+
\

o"
Figure V.9 ; représentation sch,ématique du radical associé au RIS2

Ce radical est produit à partír de la réaction des radicaux thiyl (RS") avec l'oxygène selon la

réaction donnée dans l'Equation V.1.

A,So *Or.+RSOO" RSO; Equation V.I
hv

La réaction du radical thiyl avec l'oxygène donne un radical thiol peroxy. Ce radical a été

identifié par des mesures réalisées à basse température (Sevilla et al., 1988). Sous l'action

d'une source lumineuse, le radical thiol peroxy se dégrade en radical sulfonyl.

Si le radical sulfonyl permet d'expliquer les caractéristiques du RIS2, notamment la valeur de

g, ii reste à expliquer pourquoi sa formation est prépondérante par rapport au RIS1 et RlS4,

ces derniers étant également formés àpartir des radicaux thiyls. Il faut aussi souligner que ce

radical n'a pas été observé dans le MIS, alors que d'autres espèces sont formés à partir du

radicalthiyl, notamment en présence d'oxygène, tel le MIS4 (RSO").

Deux différences entre les conditions de réaction dans le cas du stress mécanique et de

l'irradiation peuvent être notées. D'une part, dans le cas de f irradiation, la production de

radicaux thiyls à pafür du radical anion (R-S-S-R')- entraîne la présence de f ion thiolate

(RS) ($8.1). D'autre part, dans le cas du stress mécanique les espèces radicalaires primaires

(RS') sont beaucoup plus concentrées que dans des radicaux thiyls induits par l'irradiation.

S'il s'agit bien pour le RIS2 du radical sulfonyl, alors il conviendra d'essayer de comprendre

en quoi ces différences de conditions peuvent induire des mécanismes réactionnels très
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differents : soit à la formation du radical sulfonyl, soit à la formation du radical sulfinyl et

perthiyl. Il faut également noter que la saturation apparente du RIS2 (Fig. V.1) correspond à

I'apparition du RIS1 et du RIS3. Comme ces trois signaux sont formés à partir des mêmes

espèces, ce n'est pas une baisse de concentration des radicaux thiyls qui est à l'origine de la

saturation du RIS2. La dose augmentant, les propriétés du milieu sont modifiées þH, ozorLe,

etc.). Cette observation est cohérente avec l'hypothèse selon laquelle les propriétés du milieu

peuvent modifier les mécanismes réactionnels à partir des radicaux thiyls.

8.5 Etude et description du RrS 5 : composante stable du R/S

L'identification de ce signal constitue ie principal résultat de ce travail de thèse, parce qu'il

est ainsi possible d'envisager une application à la dosimétrie beaucoup plus robuste qu'avec le

RIS2. De la même manière que nous avons étudié l'évolution du < BG > en fonction du

nombre de coupes, nous avons également étudié la variation du signal résiduel après

humidification en fonction de la dose délivrée. Si pour le signal résiduel nous n'avons pas mis

en évidence un lien entre le ( BG > et le stress mécanique, il n'en est pas de même quant à

I'irradiation. La Figure V.10 montre l'évolution du signal résiduel en fonction de la dose

délivrée. Après chaque irradiation, l'échantillon est humidifié pendant 10 minutes puis séché

pendant 12 heures dans un dessiccateur sous vide. On note que l'amplitude du signal résiduel

augmente avec la dose délivrée. Cette nouvelle composante du RIS qui se supe{pose au

( BG >> et qui n'a pas d'équivalent dans le MIS est nommée RIS5. Ce signal n'avait jamais

été mis en évidence auparavant, probablement du fait de sa faible intensité et de sa

similarité avec le ( BG ).
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Figure V.10 ; Variation de l'amplitude du signal résiduel mesuré enfonction de la dose

délivrée. Les ongles sont humidifiés et séchés après chaque irradiation. Mesures r,éalisées en

bande Q à température ambiante. Courbe réalisée avec le nouveau protocole de mesure

(chapitre VI).
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Il est intéressant de noter que sur ces mesures, il est possible de distinguer du < BG >, à partir

de l'amplitude des signaux mesurés, une dose de 2 Gy et très probablement une dose de

l'ordre du Gy. Cependant, en bande Q, il n'est pas possible au niveau spectral de differencier

le < BG > du RIS5, ce qui est en soit un problème pour l'évaluation des doses, le < BG >

constituant donc l'équivalent d'une pré-dose qu'il faudra soustraire au signal mesuré après

irradiation pour pouvoir estimer à partir de l'intensité du RIS5, une dose délivrée. De la

variabilité sur l'amplitude du ( BG ), dépendront la limite de détection et les incertitudes

associées pour 1'estimation des doses avec le RIS5.

Jusqu'à présent toutes les courbes de réponse en fonction de la dose publiées et les

estimations qui étaient faites des limites de détection étaient réalisées sur la base de la mesure

du RIS2, qui est nettement plus intense. Pour des mesures en bande X sur des masses

supérieures à 25 mg,les limites de détection estimées pour le RIS2 sont de I'ordre de 2 Gy

(Reyes et al., 2003). Pour le RIS5, avec des mesures réalisées en bande Q sur des masses

relativement faibles (2-7 mg), il semble également possible de mettre en évidence des doses

de I'ordre de quelques Gy avec une très bonne reproductibtlité,.L'écart-type sur ces mesures

varie entre 4 et 60/o. La maîtrise de l'utilisation de la bande Q pour des applications de dosage

a été déveioppée au cours de cette thèse. Il faut noter que ces données ont été obtenues avec

un nouveau protocole de mesure basé sur la normalisation des mesures par le facteur de

qualité de la cavité. Cette nouvelle procédure mise au point dans la partie fìnale de la thèse

sera détaillée dans le chapitre VI. Cette procédure permet de réduire significativement la

dispersion des mesures. D'un point de vue pratique, ces résultats en bande Q sont importants,

car dans la situation de tri, il n'est pas certain de pouvoir récupérer pour toutes les victimes

potentielles les quantités nécessaires à la mesure en bande X (20-40 mg). Comme la bande Q

a comparativement une meilleure sensibilité pour les faibles massss (<10 mg), cette technique

semble donc incontournable pour les applications de tri. Cependant, en bande Q, à masse

égale, nous avons noté des differences importantes d'un échantillon à I'autre en termes de

sensibilité. Le facteur de qualité, qui est directement relié à la sensibilité, est fortement

influencé par les différentes formes des ongles et les variations de leur taux d'humidité

résiduel. Nous verrons à la fin de ce chapitre, qu'il semble néanmoins possible de maitriser

ces paramètres, ce qui permettrait d'utiliser des courbes d'étalonnages universelles

nécessaires pour le tri de population.

8.5.1 Etude de la stabilité du R|SS

Nous avons vu que le signal mesuré à 9:2,004 augmente régulièrement avec la dose de

rayonnement et que cette composante n'est pas affectée par l'humidité, du moins pour un bain

d'une durée de 10 minutes. Pour envisager une application en dosimétrie, il est nécessaire de

s'assurer de la stabilité du signal. Dans les scénarios envisagés, le délai entre l'exposition et le

prélèvement peut varier de quelques heures à plusieurs semaines ou mois. Nous avons évalué

la stabilité du RIS5 avec plusieurs schémas expérimentaux. Nous avons vérifié que des bains
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prolongés et multiples dans i'eau n'affectaient pas l'amplitude de ce signal. Nous avons

également réalisé sur des ongles déshydratés des études isochrones en fonction de la

température.

8.5.1.1 Effer de lu tempéruture sur l'amplitude duftl,Ss

Nous avons mis en évidence que le RIS5 était stable à température ambiante et qu'il n'était

pas affecté par des bains répétés dans l'eau distillée. Nous avons également mesuré des ongles

inadiés régulièrement sur des périodes de plusieuts mois, sans noter de variation significative

de l'intensité du signal. Une fois l'ongle prélevé, à température ambiante, le RlS5 n'évolue

plus. Concernant l'évolution du signal in vivo, nous n'avons pas de données expérimentales

sur la stabilité du RIS5. Cependant, compte tenu que te RIS5 n'est a priori pas sensible à

l'humidité, ceci laisse à penser que, suite à une irradiation in vivo des ongles, ce signal devrait

être mesuré sur des prélèvements même réalisés plusieurs jours après irradiation. Nous

veffons dans le chapitre VI, sur la base des résultats obtenus pour un cas réel, qu'en fait ce

signal est stable au minimum pendant plusieurs semaines in vivo et plusieurs années ex vivo

après prélèvement. Les mesures réalisées en fonction de la température permettent de

confirmer le caractère stable du RIS5. Sur la Figure V.11 est présentée une courbe de

chauffage isochrone d'ongles irradiés et préalablement humidifiés pour éliminer le MIS et les

autres composantes du RIS. Cette courbe permet de confirmer la stabilité observée du RIS5.

Le signal commence à être affecté par le chauffage à partir de 130'C, soit des températures

similaires à celles observées pour le ( BG >.

o.c)
.9,
(ú

E
oc

It

1.0

0,8

0,6

0,2

0,4

0 4020 60 80 1 0o 120 140 1 ô0 1 80 200 220

Tem pératu re ("C)

Figure V.I I : courbe de chauffage isochrone (At:10 min) d'un ongle irradië à 60 Gy,

hum-idifié et séché avant mesure. Mesure réalisée en bande Q à température ømbiante et à

une puissance micro-onde de I mW.

Le RISS présente un comportement vís-ù-vis de la tempéruture proche de celui du < BG tt.

Le RISS commence ù être øffecté pør lø tempérøture øu delù de 130 "C.
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8.5.1.2 Etude de l'humidité sur l'ømplitude du RISS

Af,rn d'étudier l'effet de I'humidité sur l'amplitude du RIS5, nous avons soumis un

échantillon d'ongle préalablement irradié à 55 Gy à des bains successiß dans de I'eau

distillée. La Figure V.12 présente I'influence sur I'amplitude du signal mesuré de bains

répétés dans de 1'eau distillée.
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Figure V.l2 : ffit de bains répétés dans de l'eau distillée sur le signal mesuré à S:2
k( BG >+ R1S5. Mesures réalisées à tempérøture ambiante en bande Q sur un échantillon

irradié à 55 Gy.

On peut noter qu'après chaque humidification de l'ongle, les variations observées de

l'amplitude du signal sont comprises dans les incertitudes de mesuÍe. Lorsque l'ongle est

conservé àl'air libre pendant plusieurs jours, on note une légère augmentation du signal (6%).

Nous avons remarqué que cette augmentation est d'autant plus élevée que la dose est faible. Il

faut rappeler que l'amplitude du < BG > augmente dans les mêmes conditions et l'ampiitude

finale correspond à 2,2 fois l'amplitude initiale. Si I'on prend en compte l'augmentation du

( BG ) et les proportions du < BG ) et du RIS5 dans le signal mesuré à 9:2,004, alors ia

légère augmentation observée sur la Figure V.12 est a priori uniquement due à l'augmentation

du < BG >. L'amplitude du RIS5 ne semble donc pas varier au cours du temps, du moins sur

les délais étudiés. Compte tenu de la différence cle comportement du < BG > et du RIS5 après

humidification, il est en théorie possible d'estimer la contribution de chaque signal dans le

signal mesuré à 9:2,004 en mesurant ce signal après humidification (41) et après stabilisation

du < BG >> (Az) ou l'amplitude du ( BG ) est multiplié par un facteur 2,2. En effet, nous avons

alors un système de deux équations à deux inconnues (Equ. V.2), facilement résolu (Equ.

v.3).
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Ar:(Auc + A*rr)
A, = (2,2* Auc * lorr)

É,quation V.2

Equation V.3

Auo - 
(A, - At)

1,2

" (4, -2,2x Ar)
àRrss = 

2

et

avec A1 l'amplitude du signal à9:2,004 mesurée 12 heures après humidification et A2 celle

mesurée après stabilisation.

Ainsi pour un ongle inadié à une dose de 12 Gy les amplitudes A1 et A2 étaient

respectivement de 0,036 u.a. 12 heures après humidification et de 0,056 u.a.26jours après

humidification. La valeur mesurée de l'amplitude du ( BG ) était de 0,016 u.a. préalablement

à f irradiation de l'échantillon et 12 heures après humidification. Si l'on applique I'Equation

V.3, on trouve à partir des valeurs de A1 et A2, une valeur de Asç égale à 0,017 u.a.. Si cette

méthode devait être utilisée, il conviendra d'en étudier les performances dans le détail et sur

un échantillonnage important.

Ii est bien évident que, dans des conditions réelies d'expertise, il n'est pas possible d'attendre

plusieurs jours pour atteindre ia stabilisation du ( BG ). Cependant, s'il est nécessaire

d'appliquer cette méthode pour estimer la valeur du < BG > et donc du RIS5 et s'il s'agit de

doses relativement faibles (< 10 Gy), il n'est pas nécessaire d'attendre la complète

stabilisation du < BG >, pour peu que l'augmentation du < BG > puisse être décrite par une

loi. Un délai de 48 heures peut être suff,rsant pour une première estimation, qui pourra être

confirmée par une deuxième mesure après stabilisation complète. On pourra aussi envisager

d'étudier les possibilités de diminuer le temps de stabilisation, par exemple par Ia mise en

ceuvre de dessiccateur ou l'usage de four.

Avec les condìtions expérimentules de cette étude, noas n'øvons mis en évídence an effet de

I'humidìté sur I'umplitude du lR1S5. L'øbsence d'effet de l'humidité et su grande støbilíté

thermìque permettent d'envisager son utilísation pour estimer les doses de røyonnements

ionìsants.

8.5.1.3 Effet des uhru-sons sur I'umplitude duAI,Ss

Nous avons également étudié la stabilité du RIS5, lorsque l'ongle était soumis à des ultra-

sons. En effet, les ultrasons permettent de réduire significativement le < BG >, il s'agissait

donc de déterminer si un effet différencié sur le RIS5 pouvait être mis en évidence. Un ongle
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préalablement irradié et humidifié pour réduire toutes les composantes instables a été traité

pendant 45 minutes dans le môme bain à ultrason que celui utilisé pour le ( BG >. Une durée

de 45 minutes permet de réduire l'amplitude du < BG >), d'un facteur 5, soit à un niveau

proche de celui du seuil de détectabilité du spectromètre. Une réduction du signal a également

été observée sur le RIS5 comme pour le < BG > mais avec une réduction de I'amplitude d'un

facteur i0 pour un traitement de 45 minutes.

Compte tenu de l'effet differencié observé, il est possible d'envisager d'utiliser cet effet pour

estimer la valeur du < BG > et du RIS5. Cela se résume à un système de deux équations à

deux inconnues de la même manière que dans le paragraphe traitant de la stabilité du RIS5

post-humidification. Cependant, pour des raisons pratiques de mesure et d'incertitudes, il sera

nécessaire d'optimiser la durée des temps de traitement en fonction des incertitudes de mesure

sur les amplitudes du < BG > et du ( RIS5 >, L'effet des ultrasons est dépendant de la

puissance et de la fréquence des ultrasons utilisés. Dans le cadre de l'optimisation de la

differenciation, il pourrait être intéressant de poursuivre cette étude avec d'autres sources

d'ultrasons pour éventuellement trouver des conditions induisant un effet différencié plus

important.

De la même manière que le ( BG >, l'ømplitude du,Rl,Si décroît suite ù une expositíon øux

ultrøsons. Døns des conditions expérimentules similuires lø perte de signøl est deux fois
moins importante pour le.R/,Ss que pour le < BG >.

8.5.1.4 Conclusions sur lu sløbilité du RISS

Le RISS n'est pøs affecté pør l'humidité et montre une stabilité thermique équivalente à

celle du K BG >. Contrairement au <t BG >, le RISS n'exhibe pøs une uugmentøtion de son

amplítude au coars de tø déshydratøtion de l'ongle. L'effet des ultrøsons est deux foß plus

importønt que pour le < BG >. Les comportements différents du < BG ), et du RISS vß'à-vß

de la déshydrøtation et des ultrusons poatøient être mis ù proÍit pour estímer les

contributions respectives du K BG Ð et du RISS,

8.5,2 Etude de la réponse en dose du RISS

Dans cette partie, il s'agit d'étudier de manière plus détaillée la réponse en fonction de la

dose, notamment pour savoir si un effet de saturation existe et, dans ce cas, identifier les

paramètres pouvant éventuellement I'affecter. Sur la Figure V.13 est donné un exemple de la

réponse de I'amplitude du RIS5 en fonction de la dose entre 0 et 55 Gy.
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Figure V,I3 : vøriation de I'amplitude du signal mesuré à 9:2,004 enfonction de la dose.

Mesures réalisées en bande Q à température ambiante à une puissance micro-onde de I mttr/.

On peut noter que si pour les doses les plus faibles, on observe un comportement de la

réponse en fonction de la dose qui peut être considéré comme linéaire, pour les doses plus

élevées une saturation progressive du signal apparaît, puis à partir d'une certaine valeur de

dose une diminution de I'amplitude du signal. Ce comportement vis-à-vis de la dose est peu

courant parmi les systèmes de dosimétrie utilisés. Si on observe généralement des effets de

saturation liés à l'irradiation, il est assez rate d'observer une diminution du signal après

saturation. Un tel comportement peut s'expliquer par la compétition de plusieurs réactions et

possiblement par l'existence de plusieurs types de radicaux présentant des comportements en

saturation différent.

Il semble donc qu'une ou plusieurs espèces radio-induites réagissent pour former des espèces

silencieuses du point de vue RPE. Nous avons vu précédemment qu'après irradiation

l'amplitude du RIS5 ne variait pas au cours du temps, ni après une série de bains dans de l'eau

distillée. Tout semble donc indiquer que la réaction d'élimination des espèces liées au RlS5

est induite par l' ircadiation.

La valeur de saturation en dose est variabie d'un donneur à l'autre. Cette valeur ne semble pas

être affectée pour un même donneur par le nombre de traitement dans l'eau ou le
fractionnement plus ou moins important des doses ou encore par le fait que les échantillons

soient initialement plus ou moins stressés mécaniquement.

Dans une première étude sur la variabilité de la valeur de saturation en dose, nous avons

estimé une valeur moyenne égaie à 45 + 8 Gy sur un échantillonnage d'ongles provenant de

10 donneurs. Compte tenu que le RIS5 a été mis en évidence en fin de thèse, nous n'avons pas
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à ce stade étudié de manière extensive la variabilité de la réponse en dose entre donneurs et

pour des échantillons provenant d'un même donneur. Si ce travail reste encore à réaliser avant

d'envisager une éventuelle application pour le tri de population par exemple, il bénéficiera

des nouveaux protocoles de mesure mis en place qui permettent d'améliorer les incertitudes

de mesure.

De plus, comme nous avons mis en évidence que ni le BG, ni le RIS5 n'étaient affectés par le

stress mécanique, il semble tout à fait envisageable de préparer les échantillons de manière à

rendre ies mesures plus reproductibles, c'est-à-dire à les réduire en poudre ou en petits

morceaux, notamment pour éviter les effets d'anisotropie. Sous cette forme, les échantillons

seront également mesurés avec un meilleur rendement, car l'ensemble de l'échantillon est

alors mesuré au centre de la cavité, ce qui permet d'espérer un gain au niveau de la sensibilité.

Lu réponse du RISS à la dose est non linéøire sur I'ensemble de la gamme de dose étudiée.

Le comportement est línéaire en dessous de 10 Gy, une saturøtion est observée øutour de

45 Gy, puis ane diminution du signøl øu-delà. Ce comportement atypique peut s'expliquer

pør dffirents mécunísmes rødicøløires en compétition lors de l'irrødiation.

8.5.3 Méthodes d'estimation de la dose

Avec les résultats obtenus précédemment, nous pouvons envisager deux approches pour

estimer les doses, la première basée sur les méthodes classiques d'étalonnage, Ia deuxième

utilisant le phénomène de saturation du signal. Ces deux méthodes sont complémentaires, car

adaptées à des gammes de dose differentes.

L'utilisation des courbes d'étalonnage semble être la plus adaptée à l'estimation des doses

inférieures à 10 Gy. Dans cette gamme, la sensibilité du RIS5 à la dose est la plus importante

et le comportement quasi linéaire. Le tri de population s'effectue selon des critères de dose

compris dans cette gamme. Les courbes d'étalonnage parce qu'elles nécessitent un nombre

limité de mesures, sont donc plus rapides et donc particulièrement bien adaptées au tri de

population, pour peu que les incertitudes soient au final compatibles avec les critères de tri.

Au niveau des mains, les doses peuvent être localement tròs élevées lors d'accidents

radiologiques incluant une préhension de source par exemple. C'est un scénario d'accident

malheureusement classique. Pour les doses supérieures à 10 Gy, l'augmentation du signal par

unité de dose et beaucoup plus faible, ce qui implique des incertitudes de mesure plus

importantes avec les méthodes classiques d'estimation des doses, d'autant plus que la réponse

n'est pas linéaire. Ces incertitudes seront d'autant plus importantes que les doses à estimer

seront proches de la valeur de saturation. Il semble alors hasardeux d'extrapoler une dose à

l'aide d'une courbe d'étalonnage ou même en appliquantla méthode des ajouts dosés. Une

nouvelle méthode d'estimation des doses a ainsi été développée. Celle-ci est basée sur le

phénomène de saturation du signal radio-induit. Cette méthode est plus longue à mettre en

æuvre et ne permet en conséquence d'analyser qu'un nombre plus limité d'échantillons. Mais

elle présente l'avantage de permettre d'estimer des doses élevées aux niveaux des mains, ce
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qui ne peut être réalisé à ce jour que par I'analyse de biopsies osseuses par RPE. Ces biopsies

ne sont généralement réalisées qu'en cas de nécrose de I'os, c'est-à-dire bien après la phase de

diagnostic et de traitement. Même si cette technique ne répond pas au sujet initial de la thèse

(ri de population), on comprend très bien tout l'enjeu pour la dosimétrie d'accident'

L'expérience montre qu'il est diffrcile d'estimer le niveau d'une exposition des mains sur la

seule base des signes cliniques. Le fait de disposer d'un test objectif qui ne nécessite pas de

biopsie permettra de mettre en place des traitements adaptés avant môme l'apparition des

signes cliniques.

Que ce soit pour le tri de population ou les scénarios d'accident classiques, il sera nécessaire

de pouvoir mesurer des échantillons de faibles masses de I'ordre de quelques mg. Dans le cas

du tri de population, pour un certain nombre de sujets, il ne sera pas possible de récupérer plus

que quelques mg (ongles coupés courts, onychophagie). Dans le cas des accidents, il est

intéressant de mesurer indépendamment les prélèvements de chaque doigt, ce qui permet ainsi

d'estimer une dose au niveau de chaque doigt. En effet, dans le cas des irradiations localisées,

la dose est répartie de manière très hétérogène et le fait d'évaluer la distribution de la dose est

une information précieuse pour les équipes médicales, surtout si cette information est

disponible avant l'apparition des signes cliniques (par exemple la thérapie cellulaire par

injection est d'autant plus efficace, qu'elle mise en ceuvfe rapidement).

Dans les deux cas, il faut donc envis ager Ia mesure de faibles masses. La technique de mesure

RPE habituellement utilisée en dosimétrie (bande X en onde continue) atteint la limite de ses

capacités, la quantité de signal détecté variant avec la masse d'échantillon. Compte tenu de la

faible intensité du RIS5 et des faibtes masses considérées, iorsque le signal peut ôtre détecté,

ceci implique des temps d'acquisition de l'ordre de plusieurs heures. La durée des

acquisitions limite alors considérablement les capacités des deux techniques d'estimation des

doses, quelques soit i'appiication envisagée. C'est pourquoi, nous avons été amenés à

considérer l'utilisation de la RPE en bande Q qui permet de mesurer avec une plus grande

sensibilité les échantillons de faibles masses. Cette technique RPE n'est pas utilisée en

dosimétrie du fait des problèmes de reproductibilité de mesure qu'elie implique. Au cours de

ce travail de thèse, nous avons pu identifier un certain nombre de paramètres qu'il était

important de maîtriser pour réaliser des mesures suffisamment reproductibles pour

sérieusement envisager des applications en dosimétrie (chapitre VI). Les performances de la

RPE bande Q sont détaillées dans le chapitre VI.

8.5.3.1 Méthodes d'estimøtion de lu dose pour les føibles doses

Avec la RPE bande Q, il est a priori possible d'estimer des doses de l'ordre de quelques Gy

(Fig. V.10). Il est important de noter qu'à ce stade nous n'avons pas optimisé l'ensemble des

paramètres de mesure, ni la préparation des échantillons, ni les tubes de mesure. Ainsi par

exemple, nous avons observé un facteur 2 sur le signal mesuré entre l'utilisation d'un

capillaire en quartz et d'un tube de mesure de haute précision en surprazil. Ii semble donc tout
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à fait possible d'espérer des gains substantiels de sensibilité et donc également en termes de

limite de détection. En bande Q, s'il est possible de réaliser des mesures reproductibles pour

un même échantillon d'ongle, nous avons cependant noté que les variations de la forme des

échantillons d'ongle pouvait induire des variations significatives de l'intensité du signal

mesuré. Nous avons ainsi observé que, pour une même biopsie d'ongle, le fait de retourner la

biopsie dans le tube de mesure pouvait induire une variation de l'intensité de l'ordre de 40 %o.

Ceci limite donc l'utilisation de courbes d'étalonnages. Cependant avec des matériaux dont la

forme est moins variable, comme l'émail dentaire par exemple, nous avons pu montrer qu'il

était possible d'établfu des courbes d'étalonnages (Fig. V.14).

0,40

0,35

0,30

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

0.00

Y=A+B-X

Pârameter Value

B

Error

0,01403 0,0014
0,02987 0,00177

R R-Square(COD)

0,99309 0,94622

0 2 a 10

Figure V.14 : courbe d'étalonnage établie en RPE bande Q avec des échantillons d'émail
dentaire de masse environ égale à 5 mg. A chaque point de la courbe correspond un

échantillon iryadié à une dose donnée.

Ainsi, il ne semble donc pas inenvisageable d'utiliser des courbes d'étalonnage universelles

pour les ongles avec la RPE bande Q, mais il sera nécessaire de réaliser un travail

d'optimisation sur lapréparution des échantillons pour permettre cette approche. Compte tenu

que le stress mécanique n'affecte ni l'amplitude du (( BG ), ni la réponse en dose, on peut

alors envisager de réduire les échantillons en poudre ou en petits fragments pour limiter les

problèmes de géométrie. Avec un échantillon réduit en poudre, il sera plus facile de contrôler

la déshydratation et celle-ci devrait être plus rapide.

L'utilisation de courbes d'étalonnage implique également de pouvoir estimer l'amplitude du

( BG ). Les incertitudes sur l'estimation de l'amplitude du < BG > sont déterminantes par

rapport aux incertitudes sur la dose et aux limites de détection.

A ce stade, il n'est pas possible de mesurer de manière sélective l'amplitude du < BG > pour

chaque échantillon. Dans le cas d'accident radiologique avec une irradiation localisée aux
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mains, il est possible d'envisager d'estimer I'amplitude du ( BG ) à partir de la mesure d'un

ongle non irradié. Par exemple, seule une main ou un doigt peuvent être exposés. Dans le cas

du tri, il sera difficile de déterminer le degré d'hétérogénéité de la distribution de dose et donc

de savoir si des ongles (mains ou pieds) ont pu ne pas être irradiés, ce qui permettrait

d'estimer le < BG > par la mesure des ongles épargnés par l'irradiation.

Pour le tri de population, nous n'avons d'autre choix que d'utiliser une valeur moyenne de

l'amplitude du < BG > pour estimer la composante radio-induite dans le signal mesuré. Les

données publiées dans Reyes et al. (2008) laissent à penser que la variabilité inter-individu de

i'amplitude du < BG > estimée en bande X est relativement faible (8%). La limite de détection

associée est de l'ordre de 2,1Gy (chapitre IV, $8.5.4.3).

Cette variabilité peut être en partie due à des problèmes de reproductibilité de mesure, aussi,

avec des conditions de préparation et de mesure standardisées et améliorées, il est peut être

possible de réduire I'incertitude sur la valeur du < BG >.

I1 conviendra d'étudier le < BG )) sur un échantillonnage plus important, incluant toutes les

catégories de la population (enfants et personnes âgées notamment). I1 sera intéressant

d'étudier s'il est possible de mettre en évidence des corrélations entre I'amplitude du < BG >

et des paramètres tels que l'âge ou le sexe par exemple. L'identification de paramètres

susceptibles d'influer sur l'amplitude du ( BG ) devrait permettre de réduire les incertitudes

sur l'amplitude moyenne du < BG ) utilisée pour estimer les doses.

Il conviendra également d'étudier dans le détail les méthodes permettant de réduire de

manière sélective l'amplitude du < BG >, telles que les ultrasons par exemple, ou de l'estimer

par exemple à partir de la mesure du < BG ) stabilisé.

Pour des perspectives plus lointaines, il serait intéressant de déterminer la nature des radicaux

liés au ( BG > afin de mettre en évidence une éventuelle relation entre son intensité et la

composition de 1'ongle.

Si le trøvaíl d'optimisation des condítíons de mesure et de préparation reste encore ù

øccomplir, aa Jinal, il semble, à ce støde de l'étude, tout ù føit envisageøble d'estimer des

doses de I'ordre de quelques Gy sur des ongles. Une øpplicøtíon pour le tri de populøtìon

semble réalíste øvec les données obtenues d'autønt plus que les temps de mesure sont de

I'ordre de quelques minutes et qae des progrès signiJicatifs ont été réalisës poar maîtriser

les différentes sources d'íncertìtude et d'erreur.

8.5.3.2 Méthodes d'estimøtion de Iu dose pour les fortes doses

Dans cette gamme de dose avec les méthodes classiques, il ne semble pas possible de mesurer

des doses de l'ordre de quelques dizaines de Gy avec des incertitudes compatibles avec les

exigences de la dosimétrie d'accident. Cependant, il semble possible de tirer parti du

phénomène de saturation. Si ce phénomène intervient à une valeur de dose identique pour les
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ongles d'un même donneur ou avec une variabilité faible d'un donneur à I'autre, il semble

possible d'estimer une dose à partir de cette valeur de saturation.

Pour illustrer la méthodologie, prenons comme hypothèse qu'un ongle provenant d'une

victime d'irradiation a reçu, suite à la manipulation d'une source par exemple une dose de

l'ordre de 15 Gy, ce qui est une dose relativement courante dans ce type d'accident.

Si des ajouts dosés sont réalisés sur ce prélèvement jusqu'à atteindre le point de saturation, la

dose à laquelle la saturation est observée correspond à la dose de saturation qui auraít été

normalement observée sur ces ongles non irradiés, soit environ 40 Gy, minorée de la dose due

à l'accident, soit 15 Gy. La dose de saturation observée sur les ongles irradiés au cours de

l'accident est alors de 25 Gy au lieu de 40 Gy. La différence entre ces deux valeurs de dose

saturation doit permettre de déterminer la dose due à l'accident (Fig. V.15).
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Figure V.I5 : principe d'estimation des fortes doses à partir de lq valeur de saturation en

dose. La prédose correspond à la dose reçue par les ongles avant prélèvement.

Cette méthode devrait permettre d'estimer des doses avec de meilleures incertitudes que les

méthodes classiques. Dans le dernier chapitre, nous monfferons un exemple d'application de

cette méthode à un cas réel d'accident. Il faut souligner que nous ne corrnaissons pas de

description de cette méthode pour des applications en dosimétrie, cette méthode est a priori

une méthode originale d'estimation des doses.

Pour les plus fortes doses (> 10 Gy) une nouvelle øpproche développée døns le cadre de

cette thèse permet à pørtir de l'évøluution de la dose de saturøtíon évuluée sur l'ongle,

d'estimer lø dose délivrée au cours d'un accident.
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8.5.3.3 Limitøtions des méthodes d'estimaÍion de la dose

Deux méthodes sont envisagées pour estimer les doses selon la gamme de dose. Pour les

faibles doses (<10 Gy), les méthodes classiques d'étalonnage et d'ajouts dosés sont

applicables. Pour les plus fortes doses (> i0 Gy) une nouvelle approche développée dans le

cadre de cette thèse permet, à partir de l'évaluation de la dose de saturation évaluée sur

I'ongle, d'estimer la dose délivrée au cours d'un accident.

Les limitations de ces méthodes sont liées à ia valeur de saturation et au temps de pousse des

ongles. En effet, il n'est pas possible d'estimer des doses supérieures à la dose de saturation,

nous avons donc une limite supérieure de I'ordre de 55 Gy. Par ailleurs, de manière générale,

si le signal est a priori stable même in vivo,le temps de régénération des ongles conditionne le

délai dans lequel il est possible d'utiliser les ongles pour estimer une dose. Sur des personnes

saines, ce délai est en moyenne de six mois. Néanmoins, il est fort possible que des doses

élevées ralentissent la pousse des ongles.

8.5,4 Origine du R|SS

Comme pour le ( BG ) et le MIS2, nous n'avons pas été en mesure d'émettre des hypothèses

étayées quant à la nature des espèces associées au RIS5. Le comportement de l'amplitude du

RIS5 vis-à-vis de la puissance micro-onde est different des autres signaux présentant une

signature spectrale similaire (cf. < BG >>), comme le montre la Figure V.16.
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Figure V.I6 : variation de l'amplitude dr¿ RISS enþnction de la racine cørcée de la
puissance micro-onde comparée à celles du < BG tt.

Il semble donc probable, bien que le RIS5 présente une même largeur de raie et un même

facteur g que le < BG > et le MIS2, oue les radicaux associés soient differents. Compte tenu

de la valeur de 9:2,004 du RIS5, on peut envisager qu'il s'agisse de radicaux carbonés. Afin
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d'obtenir des éléments permettant de déterminer la nature du RIS5, il serait intéressant de

réaliser des mesures à plus haute fréquence RPE (bande W, 95 GHz) et également à I'aide des

techniques de RPE pulsée telles que I'ESEEM (2 ou 3 pulses) et la spectroscopie HYSCORE.

Il est a priori possible d'envisager d'utiliser ce comportement differencié pour minimiser par

exemple la contribution du ( BG ) avec des valeurs de puissance micro-onde de l'ordre de 10

m'W en bande X. Cet aspect sera discuté dans le chapitre V. Il est également possible

théoriquement de tirer parti de ces comportements différents pour estimer la contribution des

deux composantes du signal mesuré (RIS5 et < BG >) selon la méthode d'Ignatiev et al.

(1996). Celle-ci ne sera applicable qu'en bande X du fait de la difficulté d'accorder le pont

hyperfréquence an bande Q pour les puissances supérieures à 2 mW. Une telle méthode

implique également une augmentation des temps de mesure et donc une baisse

proportionnelle des capacités de mesure. Il conviendra donc d'évaluer si I'apport éventuel en

termes de précision justifie la diminution des capacités de mesure.

8.6 Conclusion sur Ie R 55

Nous avons mis en évidence deux nouvelles composantes du RIS : le RIS3 et RIS5. Le

principal résultat de cette étude est l'identification d'une composante stable du RlS, le RIS5.

Cette composante devrait permettre d'estimer des doses de l'ordre de quelques Gy à quelques

dizaines de Gy. Compte tenu du fait que, pour ce signal, la réponse à la dose n'est pas linéaire

sur I'ensembie de la gamme de dose, deux approches d'estimation des doses ont été

proposées. Pour les faibles doses, l'approche classique par courbe d'étalonnage ou ajouts

dosés semble la plus pertinente. Pour les plus fortes doses, compte tenu de l'effet de

saturation, une méthode originale a été proposée basée sur cet effet de saturation.

En conclusion, avec les données acquises dans ce travail, il semble tout à fait possible

d'utiliser les ongies pour des applications en dosimétrie tant pour les situations d'accident

isolé que pour le tri de population. Dans le chapitre VI, les deux approches d'estimation des

doses seront détaillées et des premiers cas d'application seront présentés.

C. CONCLUSION -PERSPECTIVES

Nous avons pu mettre en évidence tant pour le MIS que pour le RIS de nouvelles

composøntes døns les spectres RPE et précßer lø nøture de lu plupart des composantes, Les

principøux résultøts de cette étude sont lø mße en évidence de l'effet de l'humidìté sur lø

plupørt des composøntes du MIS et da RIS, la possibilíté d'éliminer toutes les composantes

instubles pør humidiJi.cation et l'ìdentíficøtion d'une composønte støble du ,RI,S

suffisømment íntense pour estimer des doses de I'ordre de quelques Gy. Sur lø bøse de ce

sìgnøL, il semble possible d'envßøger lø dosimétríe sur les ongles par RPE pour les

applicutions de tri. Les bases de nouveøux protocoles ont été données. Il reste néønmoins à
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optimßer toutes les étapes des protocoles propostis, notømment en fonction du type de

situation, ù les vulider et ù en déterminer les cøpøcítés et les perþrmønces.

Comme une pørtie des perþrmønces repose sur I'estímøtion de l'amplitude du signal

intrinsèque K BG >>, íl conviendrø de poarsuivre son étude et si possible de préciser sa

nøture et son mode de formatíon uJin de mieux prendre en compte sa contribution ou

éventuellement de l'éliminer de mønière sélective.
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Chapítre W Développement des protocoles de mesure et applications

A. INTRODUCTION

Dans le chapitre V, nous avons pu établir que le signal radio-induit est en fait un signal

complexe avec de nombreuses composantes, certaines composantes n'apparaissant qu'à de

très hauts niveaux de dose (R[S1, RIS3 et RIS4). De plus, la plupart des espèces donnant lieu

à une signature RPE sont instables à température ambiante et leur cinétique de réaction est

également dépendante de l'humidité. Au début du travail de thèse, l'utilisation du RIS2 pour

l'estimation des doses avait été envisagée. Mais, du fait de son instabilité à température

ambiante, une estimation des doses n'était finalement plus envisagée que dans le cas où le

prélèvement des ongles interviendrait dans des délais très courts après irradiation, de l'ordre

de quelques heures. Même si I'applicabilité était très limitée, un premier protocole avait

néarrmoins été publié (Trompier et a1.,2007). La mise en évidence d'une composante stable

du RIS, le RIS5, et le fait de pouvoir éliminer toutes les composantes du MIS par

humidification nous a permis d'envisager de nouveaux protocoles d'estimation des doses et

une application plus large tant pour le tri de popuiation que pour les situations d'accident

menant localement à des doses élevées . Comme le RIS5 ne présente pas une réponse iinéaire

à la dose, deux approches très différentes pour estimer les doses ont été proposées dans le

chapitre V selon que les doses sont inférieures ou supérieures à une limite environ égale

à 10 Gy.

Compte tenu du fait que le RIS5 présente apparemment une très bonne stabilité, le délai

d'application du protocole devrait donc être uniquement limité par délai de renouvellement

complet de l'ongle. Ce délai est en moyerìne de l'ordre de 6 mois, mais il est fort possible

qu'une irradiation à des doses relativement élevées e 20 Gy) induisent un ralentissement du

processus de pousse de l'ongle, comme nous avons pu l'observer pour les tissus osseux.

Au cours du travail de thèse, nous nous sommes attachés à développer également une

méthodologie de mesure reproductible pour la RPE en bande Q. Cette technique n'est pas

utilisée pour réaliser des dosages, du fait de son apparent manque de reproductibilité et de la

difficulté de régler l'instrument. Cependant, elie semble particulièrement adaptée à la fois au

tri de population et aux expositions localisées aux mains, du fait de sa capacité à mesurer des

faibles quantités d'échantillon (2-7 mg) avec une plus grande sensibilité que la bande X. En

effet, les quantités d'ongles prélevés peuvent être très faibles (ongles coupés courts,

onychophagie), et il n'est pas évident qu'il soit possible de récolter les quantités d'ongle

nécessaires à une analyse en bande X (>25 mg) pour la plupart des victimes supposées. De

plus, la très petite quantité d'ongles nécessaire pour la RPE en bande Q peut permettre de

mesurer de manière indépendante les prélèvements de chaque doigl, donnant ainsi une

information sur ia répartition de la dose sur les mains. Dans le cas d'irradiation locaiisée aux

mains, de forts gradients dc dose sont généralement observés avec des niveaux de dose très
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différents d'un doigl à I'autre. L'information sur la distribution de dose est précieuse pour les

équipes médicales en charge de définir et de mettre en æuvre la stratégie thérapeutique. Par

exemple, dans le cas de la thérapie cellulaire par injection, cela permet de répartir au mieux

les doses et de traiter avant l'apparition de lésions si I'information dosimétrique est disponible

au plus tôt. La RPE en bande Q semble être une technique de choix pour peu que I'on puisse

rendre les mesures reproductibles. Pour les deux protocoles envisagés, l'utilisation de la

bande Q, en plus de la bande X, a été systématiquement envisagée.

Dans la première partie de ce chapitre, nous détaillerons, autant que possible à ce stade, les

deux protocoles envisagés. Dans la deuxième partie seront présentées les premières

applications réalisées avec des ongles provenant de victimes d'irradiation. Enfin, dans la

dernière partie de ce chapitre, plusieurs possibilités pour améliorer la sensibilité de la

technique RPE, ou pour s'affranchir du < BG > seront discutées coÍtme perspectives de

poursuite de ces travaux.

Par souci de clarté dans la présentation des protocoles, les deux protocoles sont décrits en

suivant les mêmes étapes (collection, préparation, mesure et estimation des doses). Ces étapes

restent valables quelque soit la technique de mesure utilisée (Bande Q etlou X).

B. ELABORATION DES NOUVEAUX PROTOCOLES

8.1 Principe général basé sur le R 55

Les deux protocoles reposent sur la mesure du RIS5 et l'évolution de son intensité avec la

dose, mais avec des approches très différentes quant à l'exploitation des données.

8.1.1 Protocole no1

Ce protocole est basé sur l'analyse de l'amplitude du RIS5 par les méthodes classiques

utilisées en dosimétrie. A partir d'une relation signal-dose, 1'amplitude du RIS5 est convertie

en dose. La relation signal-dose peut être déterminée soit par la méthode des ajouts dosés

appliquée à I'échantilion considéré, soit à partir d'une courbe d'étalonnage préétablie,

construite avec d'autres échantillons. L'utilisation de courbes d'étalonnage est conditionnée

par Ia variabilité du comportement des ongles en fonction de la dose et également de

l'amplitude du < BG > (chapitre V). Les critères de choix d'une méthode reposent d'une part

sur les incertitudes estimées sur la dose reçue et d'autre part sur les délais d'expertise requis.

La méthode des ajouts dosés, si elle permet de s'affranchir de la variabilité inter-échantillon

de la sensibilité à la dose, implique des délais plus importants pour donner une estimation de

la dose reçue. Plusieurs irradiations successives sont généralement nécessaires pour construire

une courbe d'ajouts dosés. Dans le cas des ongles, compte-tenu du temps de préparation après

chaque irradiation de I'ordre de 12 heures, cela signifie au maximum deux points de mesure

par jour. Les courbes d'étalonnage permettent de rendre un résultat dans des délais beaucoup

plus courts si celles-ci sont préétablies. L'inconvénient de cette méthode est d'augmenter les
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incertitudes sur la dose estimée, en y incluant une composante liée à la variabilité de la

sensibilité à la dose entre differents donneurs.

8.1.2 Protocole noz

Ce protocole a été développé pour la mesure des doses supérieures à 10 Gy. Au-delà de

10 Gy, coÍtme l'augmentation du signal par unité de dose est faibie, notamment pour des

valeurs proches de la dose de saturation et que ia relation dose-signal n'est pas linéaire, il est

hasardeux de vouloir estimer une dose dans cette gamme à partir d'une courbe d'étalonnage

ou d'ajout dosées sur la base des méthodes de régression habituellement utilisées' Les

incertitudes sur les doses ainsi estimées sont très élevées. Nous avons donc proposé d'estimer

les doses reçues à partir de la saturation du signal. La dose de saturation est définie comme la

dose au-delà de laquelle l'amplitude du RIS5 diminue. Cette dose de saturation présente une

variabilité faible lorsque les ongles proviennent d'un même donneur, et la variabilité entre

différents donneurs reste compatible avec les incertitudes des mesures habituellement données

en dosimétrie d'accident. Cette méthode peut être envisagée avec des incertitudes

raisonnables pour des doses supérieures à 10-15 Gy. La limite de dose supérieure du domaine

d'applicabilité est conditionné,e par la valeur de la dose de saturation.

8.2 Prélèvemenú des échantillons

Compte-tenu des résultats obtenus sur la nature du < BG >>, il n'y a pas de précautions

particulières à prendre pour le prélèvement. En effet, nous avons montré que le < BG > est

bien un signal intrinsèque, et que son intensité n'est pas lié à la quantité de stress mécanique.

En l'absence de cette information, nous avions commencé à développer des stratégies pour

limiter l'influence du stress mécanique, cornme par exemple l'humidification des ongles avant

prélèvement. Au final, les ongles peuvent être simplement prélevés à l'aide de pinces ou de

coupe-ongles, sans qu'un prétraitement des ongles soit nécessaire.

8.3 Sfockage et transport des échantillons

Comme il s'agit de travailler sur la composante stable du signal, il n'est pas nécessaire de

stocker l'échantillon à basse température. Les échantillons peuvent être stockés et transportés

à atmosphère ambiante.

8.4 Préparation des échantillons

Avant mesure, les échantillons sont ré-humidifiés pour s'assurer que toutes les composantes

instables (MIS et RIS) sont bien éliminées. Plus l'échantillon est déshydraté et plus la durée

de bain devra être importante. Pour des ongles fraichement prélevés, une durée de bain de

l'ordre de 10 minutes est suffisante. Pour des ongles complètement déshydratés, il conviendra

d'augmenter |a durée des bains à 20 minutes. De même s'il s'agit d'analyser des ongles

provenant des orteils, ces derniers étant plus épais, il est également recommandé d'augmenter
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les temps de traitement. L'échantillon est ensuite séché pendant 12 heures dans un

dessiccateur sous vide pour pennettre une mesure optimale, notamment en bande Q, car la

présence d'humidité à cette fréquence nuit à la qualité de la mesure.

Dans la pratique actuelle, les échantillons ne subissent aucune coupe additionnelle et sont

mesurés tels que prélevés, ceci principalement pour faciliter la manipulation des échantillons.

Dans ces conditions, nous avons mis en évidence des effets de I'orientation des échantillons

dans le champ magnétique sur l'amplitude du signal mesuré que ce soit en bande X ou en

bande Q. Ces effets semblent amplifiés en bande Q.

En contrôlant l'orientation de la surface de l'ongle dans le champ magnétique, il est a priori

possible d'améliorer la reproductibilité des mesures. En bande X, avec cette précaution et en

normalisant les intensités mesurées par la masse de chaque échantillon pow peu que celles-ci

ne soit pas trop différentes, il semble possible d'établir des courbes d'étalonnage universelles.

En revanche, en bande Q, cette précaution n'est pas suffisante. Pour un même échantillon, si

la forme de l'échantillon n'est pas modifiée, il est certes possible d'établir une courbe de

réponse en fonction de la dose, mais qui ne sera pas valable pour un autre échantillon. De

petites variations de masse ou de géométrie d'un échantillon à l'autre induisent des

différences importantes sur l'amplitude mesurée qu'il semble a priori difficile de corriger.

Pour limiter ces effets en bande Q, il peut être envisagé de broyer les échantillons en

fragments de petite taille ou en poudre. Cette approche n'a été envisagée qu'à partir du

moment où nous avions prouvé que le stress mécanique n'avait d'influence ni sur l'amplitude

du < BG >>, ni sur la réponse en dose du RIS5. Dans le cadre du travail de thèse, nous n'avons

pas pu réaliser tout ce travail d'optimisation de la préparation des échantillons pour mettre en

æuvre une approche à base de courbes d'étalonnage pour la bande Q et donc envisager une

possible application pour le tri de population. Il conviendra donc de réaliser ce travail

d'optimisation pour établir l'utilité de la RPE bande Q pour les applications de tri de

population.

8.5 Choix de la technique de mesure (Bande X ou Q)

Cette partie vise à donner des recommandations pratiques concernant l'emploi des différentes

techniques de mesure RPE disponibles (Bande X ou Q). Ii faut souligner que seule la bande X

fait l'objet, à ce jour, d'applications en dosimétrie RPE. En dehors des applications de

dosimétrie, c'est également la RPE bande X qui est la technique la plus couramment utilisée.

Ceci a pour conséquence que, s'il est nécessaire d'envisager la mise en place de réseaux de

mesures pour être à même de traiter des grandes quantités d'échantillons, il faudra valider les

protocoles en bande X, même si la bande Q présente a priori de plus grands avantages. En

effet, en cas d'accidents à grande échelle, il est parfaitement envisageable d'utiliser

f instrumentation RPE en bande X disponible sur le territoire national ou celle disponible dans
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les réseaux européens (Euradosr) ou internationaux (REMPAN2; pour multiplier les capacités

de mesure.

Pour obtenir un rapport signal sur bruit correct en bande X avec des temps de mesure

compatibles avec l'application de tri de population (t< 15 min), il est nécessaire de mesurer

des échantillons dont la masse est au minimum de l'ordre de 25 mg, du moins pour les plus

faibles doses (< 10 Gy), ce qui implique de mesurer ensemble les prélèvements réalisés sur

tous les doigts d'une main (un prélèvement d'ongle pèse de 2 à 8 mg).

L'un des premiers critères qui conditionnent le choix de ia technique de mesure est la quantité

de matière récoltée. Si les quantités sont faibles, il conviendra de privilégier la mesure en

bande Q. Cette fréquence offre également la possibilité de mesurer de manière séparée les

biopsies de chaque doigt.

A ce jour, d'après les données dont nous disposons (Reyes et al., 2009), il semble possible

d'utiliser le protocole no1 en bande X. Pour la bande Q, il est encore nécessaire d'optimiser

un certain nombre de paramètres afin d'établir une courbe universelle et de définir une valeur

moyenne de l'ampiitude du ( BG ). Cependant, nous avons pu récemment établir cette

méthodoiogie pour l'émail dentaire (chapitre V) et l'appliquer lors des deux derniers cas

d'accident radiologiques dans lesquels I'IRSN a été impliqué (Accident de Bulgarie en juin

2011 et du Pérou en février 2012).Il semble donc tout à fait envisageable à court terme de

mettre en place le protocole nol pour le tri de population aussi bien en bande Q qu'en bande

X. Le protocole n"2 a déjà été utilisé avec la bande Q lors des accidents de Tunisie (2008 ;

étude conduite postérieurement à l'expertise initiale en début 20Il), du Gabon (décembre

2010; étude conduite postérieurement à l'expertise initiale en début 20ll) et du Pérou

(fevrier 20I2).Il peut être appliqué de manière indifférenciée en bande X ou en bande Q.

8.6 Protocoles de mesure des ongles irradiés

8.6.1 Positionnement de l'échantillon

En bande X, nous avons mis en évidence une forte dépendance entre I'intensité du signal du

( BG ) et I'orientation de l'ongle dans le champ magnétique sur (chapitre IV). Le signal est

nettement plus intense lorsque la surface de l'ongle est orientée perpendiculairement au

champ magnétique.

Comme l'amplitude mesurée est toujours comparée à une autre amplitude mesurée sur un

autre échantillon ou sur le même mais à des moments différents, il est important d'estimer

l'erreur qui peut être induite lors du repositionnement de l'échantillon dans la cavité. Ainsi,

les doses sont généralement estimées sur une amplitude moyenne évaluée à partir d'une série

t European Radiation Dosimetry Group

2 Radiation Emergency Medical Preparedness and Assistance Network

249



Chøpitre W Développement des protocoles de mesure et upplícøtions

de mesure. Errtrç chaque mesure, l'échantillon est repositionné dans la cavité, ceci pour

prendre en compte la variabilité liée au position-nement et estimer l'incertitude associée.

Deux méthodes différentes peuvent être envisagées pour le positionnement de l'échantillon.

La première est la méthode habituellement utilisée en dosimétrie, lorsque l'échantillon est

constitué de fragments. Elle consiste soit à mesurer l'échantillon pour plusieurs orientations

fixées (utilisation du goniomètre), soit à mélanger les fragments entre deux mesures et

moyerìner les amplitudes ainsi mesurées. L'estimation de la dose se fait sur la moyenne de

l'intensité des signaux ainsi mesurés.

La deuxième méthode est utilisée lorsqu'un échantillon présente une géométrie bien définie et

si la méthode des ajouts dosés est appliquée. Il est possible de le mesurer dans une géométrie

fixée, ce qui a pour avantage de diminuer les incertitudes liés au positionnement ou de

diminuer le nombre de mesure nécessaire pour atteindre un écart-typejugé satisfaisant et donc

le délai d'expertise. Dans ces conditions, le terme lié à l'anisotropie est minimisé. Il est

important de garder à l'esprit que le délai des expertises RPE doit être court lors des

expertises < classiques ), car les données fournies par cette technique sont de plus en plus

souvent utilisées pour poser un diagnostic et décider ou confirmer la stratégie thérapeutique.

Dans toutes les applications de dosage, la reproductibilité du positionnement a toujours été

considérée comme un facteur déterminant dans le dimensionnement des incertitudes. Ainsi, en

routine, en plus de l'orientation de l'échantillon, la position verticale de l'échantillon dans la

cavité est également ajustée avec précision. Si cette approche a fait ses preuves en bande X,

elle ne permet pas en bande Q d'obtenir des résultats similaires en termes de reproductibilité.

En bande Q, nous avons développé une nouvelle approche pour le positionnement des

échantillons. Celle-ci est basée sur la mesure du facteur de qualité de la cavité résonante. Le

nouveau spectromètre installé à I'IRSN permet une mesure précise de ce facteur. Si en

théorie, l'intensité du signal mesurée est directement reliée au facteur de qualité (Equ. VI.l),
le facteur de qualité n'a jamais été utilisé pour normaliser des mesures, car son évaluation

n'est habituellement pas fiable.

I a rt Q Pt t 2 
Equation vr r

avec I l'intensité du signal, r7 Ie facterx de remplissage, Q le facteur de qualité et P la
puissance micro-onde.

Avec le nouveau spectromètre, il est possible, de relier le facteur de qualité à f intensité du

signal mesurée, le facteur de qualité et f intensité du signal variant linéairement (Fig. VI.Ð.

2s0



Chøpitre W Développement des protocoles de mesure et øpplications

1,4
Y=A+B'X

Parameler Vâlue Enor

d
f

.o
o-
,G
o'ã
(l)'lt
=È
õ_
E

1,3

0,7

cn

B

-0,04675
3,08888E-4

0,02083
5,32389E-6

1 ,2 R N P

0,99881 0,00973 10 <0.0001

n

0,9

2500 3000 3500 4000

Facteur de qualité

4500

Figure VI.1 variation de l'intensité du signal mesuré en bande Q enfonction dufacteur de

qualité de la cavité. Mesures réalisées sur des ongles iruadiés

Pour obtenir des mesures reproductibles, il s'agit donc de positionner l'échantillon de manière

à obtenir un même facteur de qualité à chaque repositionnement de l'échantillon. Avec cette

approche, il n'est pas nécessaire de mesurer avec précision la position du tube dans la cavité.

Lorsqu'il n'est pas possible d'ajuster précisément la position de l'échantillon dans la cavité de

manière à obtenir un même facteur de qualité ou parce que cette procédure peut s'avérer trop

longue, la relation de linéarité entre le facteur de qualité et f intensité du signal rend tout à fait

possible une renofinalisation des mesures par le facteur de qualité.

En appliquant cette technique, il est possible de réduire de manière très significative l'écart-

type sur les mesures comme ie montrent les données présentées dans le Tableau VI.l,

obtenues avec un mini-dosimètre alanine. Les dosimètres alanine sont utilisés en métrologie

des rayonnements ionisants et les écart-types associés en bande X sont, selon les laboratoires,

compris entre 0,3 et 0,8 Yo. Avec I'application de notre méthode, il est possible d'atteindre des

dispersions des mesures en bande Q équivalente à celle obtenue en bande X dans les

laboratoires de métrologie. Cette approche est également applicable en bande X, mais le gain

est moins spectaculaire. L'une des conséquencos pratiques de ces résultats est que pour

obtenir un même niveau d'incertitude sur l'amplitude mesurée, un nombre moins important de

mesure est requis, ce qui implique un gain de temps, bien entendu crucial dans le cas du tri de

population.
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Tableau VL I : effet de la normalisation de l'amplitude pic à pic du signal (Aþ par le facteur
de qualité, mesuré sur I'écart-type d'une série de mesures. Mesures réalisées en bande Q sur

un mini dosimètre d'alanine inadié à 100 Gy

Aoo avec la position de l'échantillon ajustée

par mesure de distance

Aoo avec la position de l'échantillon ajustée

par le facteur de qualilé

1,22 1,19

1,25 1,19

1,2 7,17

1,11 1,21

0,98 7,19

0,'16 1,20

1,29 1,20

1,31 1,19

1,09 7,19

Moyenne: 1,15 Moyenne: 1,19

Ecart-type : 16,4 Vo Ecart-type : 0,8 Vo

8.6.2 Optimisation des paramètres de mesure

Les principaux paramètres de mesure à optimiser sont la puissance micro-onde et la
modulation d'amplitude. Pour un échantillon donné, les paramètres optimaux sont dépendants

du type de cavité. Pour chaque type de cavité, il est habituellement recherché le meilleur

rapport signal sur bruit en optimisantla puissance micro-onde et la modulation d'amplitude.

Le fait de pouvoir minimiser l'amplitude d'une composante parasite par rapport au signal

d'intérêt peut conduire à choisir des paramètres differents de ceux optimisés sur la base du

rapport signal sur bruit. Par exemple, une puissance de l'ordre de 10 mW en bande X permet

de minimiser l'amplitude du ( BG ) par rapport à celle du RIS5 (chapitre V, fig. V.16).

Cependant, il faut prendre en compte également les limitations des spectromètres. Avec le

matériel actuel, il n'est pas possible d'envisager des mesures sur de longues périodes (> à

quelques dizaines d'heures) à relativement fortes puissances ou avec des modulations

importantes (> 0,5 mT). L'utilisation de ce type de parumétrage sur de longues durées peut

endommager I'instrumentation et induire des dérives au niveau de la sensibilité. De ce fait, les

mesures réalisées pour le tri de population ne pouront être par exemple à des puissances

supérieures à 2 mV/ en bande X. De plus, en bande Q, il est diffrcile d'accorder la cavité et le

pont hyperfréquence au-delà d'une puissance micro-onde de 2 mV/. Le Tableau VI.2 résume

les principaux paramètres utilisés actuellement pour la mesure des ongles, qui semblent les

mieux adaptés avec les considérations évoquées ci-dessus.
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Tableau VI.2 ; principaux paramètres utilisés pour mesurer les dffirentes composantes du

signal selon le protocole utilisé pour une mesure en bande X avec la cavité SHg

Cnitë P uis s ance micr o-onde (mI4/) Mo dulation d' amplitude (mT)

bande Q I 0,3

SHQ þandeX) 2 0,3

8.7 Méthodes d'estimation des doses

81.1 Méthode d'estimation des doses avec le protocole I

Ce protocole est basé sur l'utilisation du RlS5 comme indicateur de l'exposition. L'estimation

de la dose est réalisée par les méthodes classiques, à savoir que l'intensité du signal radio-

induit est convertie en dose par la détermination d'un coefficient de sensibilité à la dose, k

(unité d'intensité signal/Gy), qui peut ôtre soit déterminé à l'aide d'une courbe d'étalonnage

préétablie soit par la méthode des ajouts dosés. Pour les doses inférieures à 10 Gy, cette

méthode est bien adaptée, notamment parce que dans cette gamme de dose le RIS5 présente

un comportement quasi linéaire avec la dose (chapitre V)'

En bande X comme en bande Q, les composantes du RIS5 et du <BG ) se superposent, ii est

donc nécessaire de déterminer préalablement la valeur du < BG >, c'est-à-dire I'intensité du

signal avant irradiation. Si cette composante n'est pas prise en compte, on introduit une erreur

systématique dans I'estimation de la dose. La dose est estimée selon la formule donnée dans

I'Equation VI.2.

Daccident - Øfíi'n - Ail"")rk Équationvt.2

Pour la détermination de la valeur de l'amplitude du ( BG ), colnme nous n'avons pas encore

valider de méthode permettant la mesure sélective de l'une ou l'autre de ces deux

composantes, il est nécessaire d'utiliser une valeur moyenne du < BG > qui aura été estimée

sur un échantillonnage d'ongles. Il pourrait être pertinent lors de la détermination de la valeur

moyenne du < BG > de tenter de mettre en évidence des corrélations entre l'amplitude du

( BG ) et des paramètres caractérisant le donneur, tels que l'ãge,le sexe, l'origine ethnique,

etc. Dans le cas d'une inadiation hétérogène ou localisée, l'amplitude du < BG >> peut être

estimée à partir de la mesure d'ongles considérés coÍtme non exposés. Par exemple, pour une

exposition localisée à une main, les ongles prélevés sur l'autre main non exposée peuvent

servir à estimer la valeur du < BG ) pour la victime. On peut également envisager d'utiliser

les ongles des orteils. Des études complémentaires sont cependant nécessaires pour s'assuret

qu'ils ne présentent pas des valeurs de < BG > trop différentes de celles des mains.
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La limite de détection associée à la dosimétrie sur les ongles pour le tri de population est en

grande partie liée aux incertitudes estimées d'une part sur la valeur moyenne de l'amplitude

du < BG > et d'autre part sur la sensibilité moyenne à la dose. Nous avons montré dans le

chapitre V, qu'en bande X, sur la base des données acquises, la limite de détection pouvait

être estimée à2,1Gy. Cette valeur correspond à l'objectif de limite de dose fixés (2 Gy) dans

le contrat européen Multibiodose, dans lequel I'IRSN est fortement impliqué, pour les

techniques de tri de population basées sur des méthodes de dosimétrie physique (RPE et

OSL). En améliorant la reproductibilité des traitements des échantillons et en limitant les

effets d'anisotropie et de géométrie, nous devrions pouvoir réduire de manière significative

cette limite.

8.7.2 Méthode d'estimation des doses avec le protocole 2

Pour les doses plus élevées, compte tenu des effets de saturation et du comportement non

linéaire de la réponse en dose, les performances des méthodes classiques d'évaluation de la

dose sont dégradées et les incertitudes associées ne sont plus compatibles avec les exigences

en dosimétrie d'accident. Une nouvelle méthode d'estimation des doses a donc été proposée

(chapitre V), basée sur le phénomène de saturation du signal RIS5. Comme la saturation

intervient à la même dose pour les ongles d'un même individu et que cette valeur de

saturation en dose (Dru) varie relativement peu d'un individu à l'autre, il est possible

d'utiliser ce phénomène de saturation pour estimer une dose reçue. Ce protocole est bien

adapté aux situations d'accidents habituellement rencontrées. En effet, au couÍs de ces

dernières années, pour la plupart des accidents connus il s'agissait d'irradiations hétérogènes

le plus souvent localisées aux mains suite à la manipulation de sources. Il est très difficile

d'estimer les doses au niveau des mains et généralement une très grande hétérogénéité est

observée. Ni la dosimétrie biologique ni les techniques de reconstitution d'accident ne

permettent d'estimer la distribution de dose au niveau des mains, or ces doses peuvent

s'avérer très élevées, de l'ordre de quelques dizaines de Gy voire bien davantage (Fig. VI.2).

',/ã*.-

Figure Vl.2 : effets au niveau des mains d'irradiations /ocal'sées avec des forfes doses
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Jusqu'à présent ces doses pouvaient être estimées par l'analyse de biopsies de tissus osseux

par spectroscopie RPE. Les biopsies de tissus osseux sont généralement des déchets

opératoires et I'obtention de tels échantillons n'est pas donc systématique. L'estimation des

doses est ainsi réalisée tardivement par rapport à l'évolution des lésions ou à la mise en place

des traitements. On comprend alors tout l'intérêt de la dosimétrie RPE sur les ongles et

notamment de ce protocoie adapté aux fortes doses. Les mesures suÍ les ongles, parce que

ceux-ci sont facilement prélevés, peuvent être réalisées sans délai et donc fournir une

information pertinente dans la phase de diagnostic et de mise en place de la stratégie

thérapeutique. De plus, l'utilisation de la RPE en bande Q permet de réaliser des évaluations

de dose au niveau de chaque doigt, donnant ainsi des indications quant à l'hétérogénéité de la

distribution de la dose. Ces informations sont précieuses pour les équipes médicales parce

qu'elles permettent de détermineï aux mieux et au plus tôt les stratégies thérapeutiques.

Ce protocole est donc tout à fait pertinent pour les situations d'accident dans lesquelles

I'IRSN a été impliqué à ce jour (Gabon (2010), Venezueia (2010), Rades (2008), Dakar

(2006), Chili (2005), Pérou (2012)). Certes, ce protocole ne répond pas aux exigences d'un tri

de population de premier niveau, cependant il pourra être utilisé en complément du protocole

nol lorsque les doses reçues au niveau des ongles sont supérieures à environ 10 Gy. Dans les

scénarios de malveillance, il est envisageable que certains de ces scénarios puissent mener à

des expositions importantes au niveau des mains, a priori pour un nombre tout de même limité

de personnes. D'une manière pratique, il s'agit de réaliser des ajouts de dose sur l'échantillon

jusqu'à atteindre la saturation. Après chaque ajout de dose, l'échantillon est humidifié pour

éliminer toutes les composantes instables, puis séché avant mesure. L'opération est répétée

jusqu'à atteindre la saturation du RIS5. La valeur de saturation est a priori indépendante de

l'intensité du MIS, du nombre d'ajouts dosés ou d'humidifications ainsi que du délai entre

I'accident et |e prélèvement ou la mesure. Soit Dru11, la valeur de saturation du RIS5 sans

exposition préalable et Dsa¿ Ia valeur de saturation du RIS5 d'un ongle exposé

accidentellement. La dose liée à la surexposition est alors donnée par l'Equation VI.3.

D or"id"rt = D ,otI D rorz Equation VI.3

La valeur de Dsatl peut être estimée soit sur un ongle de la victime non irradié ou très

faiblement exposé þied lorsque I'irradiation est localisée à la main par exemple), soit sur la

base d'une étude du < BG >> sur un échantillonnage d'ongle provenant de plusieurs donneurs,

ce qui implique une estimation moins précise de la dose. Cette méthode originale permet de

s'affranchir des problèmes inhérents aux méthodes classiques d'étalonnage (normalisation par

la masse par exemple, signaux parasites induisant un offset ou une erreur systématique). De

plus, cette méthode peut s'appliquer à n'importe quel matériau etlou technique de mesure

pour peu que le signal radio-induit présente une saturation franche du signal proche de la

gamme de dose investiguée.
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C.APPLICATION A DES CAS REELS D'ACCIDENTS

C.l Accident de gammagraphie survenu à Radés (Tunisie, 2008)

Les systèmes de gammagraphie utilisés dans l'industrie pour le contrôle des sources sont

équipés de sources radioactives (typiquement de le2lr ou du 60Co¡. Ces systèmes sont à

l'origine de nombreux accidents de part le monde. Dans ce cas précis, la source d'iridium est

restée bloquée dans sa gaine d'éjection. Suite au démontage et nettoyage de cette gaine, un

des opérateurs a été amené à manipuler la source pendant plusieurs minutes avant de réaliser

son erreur (Trompier & Bassinet,2009).

La victime présentait des brirlures radiologiques au niveau des deux mains. Au cours de son

hospitalisation, des biopsies osseuses ont été réalisées sur la dernière phalange de deux doigts

de la main gauche. Les ongles de ces deux doigts sont tombés et ont également été récupérés.

L'analyse par RPE des tissus osseux prélevés a été réalisée en 2009 et a permis d'estimer les

doses reçues au niveau de l'extrémité de ces deux doigts avec le protocole no2. Ces doses

exprimées en termes de kerma dans l'air sont données dans le Tableau VI.3.

Tableau VL3 : r,ásultats des estimations de dose réalisées par RPE sur les biopsies osseuses et
les ongles

(*) 
lTrompier & Bassinet,2009)

(**) la valeur maximale de cet intervaile ne peut être estimée, la dose reçue étant supérieure à

la dose de saturation du signal.

Les ongles n'ont pas été analysés en même temps que les prélèvements osseux, car aucun

protocoie n'était alors disponible pour l'estimation des doses sur des ongles. Les prélèvements

ont été conservés au congélateur (-32"C) et n'ont été analysés qu'au cours de l'année 20ll
selon le protocole no2 proposé dans cette thèse. Dans le Tableau VI.3, les doses estimées sur

les ongles sont comparées avec celles estimées sur les biopsies osseuses. Les courbes de

saturation en dose des deux échantillons sont données sur la Figure VI.3.

Doigt nol Doigt no2

Biopsies osseuses 38,1 + I,7 Gy() 36,I + 1,5 Gy(-)

Ongles 37 +9 Gy t37 -l Gyt--r
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Figure VI.3 : courbes de saturation en dose obtenues sur les deux échantillons d'ongle

On peut noter que pour l'échantillon provenant du doigt n"2,Ia saturation en dose semble

avoir était atteinte avarÍ le premier rajout de dose, ce qui signifie que le dose reçue par cet

échantillon est en première approximation supérietlre ou égale à Dru¡1 la dose de saturation

propre à ces échantillons. Comme celle-ci ne peut être strictement déterminée, car nous ne

disposons pas de prélèvement d'ongle peu ou pas exposé provenant de cette victime, c'est la

valeur moyenne estimée sur un échantillonnage d'ongies provenant de plusieurs donneurs

(n:10) qui est utilisée (45 t I Gy).

Les points de mesure réalisés ne sont pas assez rapprochés pour estimer avec plus de précision

les doses de saturation, notamment pour le doigt nol. Il sera nécessaire de répéter cette

expérience sur les parties des ongles qui n'ont pas été post-inadiées. Mais f incertitude sur les

résultats est principalement due à l'usage d'une vaieur moyenne pour D5¿¡1' Le développement

d'une approche mathématique pour estimer la valeur de saturation pourrait également

permettre de réduire les incertitudes.

Ces courbes peuvent être analysées comme la résultante de phénomènes de production et de

disparition des différents radicaux composant le RIS5. A ce stade, nous ne sommes pas encore

en mesure de dorurer une description complète du RIS5 et n'avons pas identifié les espèces

radicalaires responsables de ces composantes, il est donc difflrcile de proposer un modèle

physico-chimique.

Bien que I'incertitude sur cette estimation des doses soit relativement éievée, les valeurs sont

du même ordre de grandeur que celles estimées à partfu des biopsies osseuses. Si nous avions

eu à disposition des ongles peli ou pas exposés provenant de la môme victime (ongles de

pied), il aurait été possible d'estimer de manière plus précise les doses, en déterminant la

valeur de saturation propre aux ongles de la victime. Cette application montre cependant qu'il
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est possible d'estimer des doses au niveau des doigts, avec des résultats cohérents avec les

résultats obtenus par ailleurs avec des méthodes validées. Ces résultats constituent une

première étape dans la validation du protocole proposé en montrant que l'approche

développée permet a priori d'estimer des doses réalistes pour une irradiation in vivo et dans

des conditions réelles d'application.

C.2 Accident de gammagraphie survenu au Gabon (2010)

Cet accident est survenu dans des circonstances très similaires à celle de I'accident de Radès.

Pour le patient le plus exposé, nous avons pu collecter des prélèvements sur I'ensemble des

doigts (mains et pieds). Dans ce cas, les deux mains ont été exposées, ainsi que les pieds.

Aucun autre type de prélèvements, des tissus osseux par exemple, n'a pu être analysé et la

connaissance très imprécise du scénario de préhension des sources ne permet pas non plus

d'estimer les doses reçues à l'aide de simulations numériques. Pour certains doigts, jusqu'à

trois prélèvements espacés de plusieurs semaines ont pu être réalisés. Des prélèvements de

l'ensemble des doigts des mains ont été analysés selon le protocole n"2. La Figure VI.4

présente deux exemples de courbes de saturation sn fonction de la dose obtenus sur ces

prélèvements.
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Figure VL4 : exemples de courbe de saturation de dose obtenue sur deux prélèvements

d'ongle de I'accident survenu au Gabon en 2010

Sur le majeur droit, doig a priori faiblement exposé, la dose de saturation a été évaluée à 54

Gy (Fig. VL4). Cette valeur est élevée par rapport à la valeur moyenne de Dr¿¡1 évaluée sur un

échantillonnage d'ongles de plusieurs donneurs (45+8Gy), mais reste néanmoins compatible

avec la distribution de ces valeurs, si l'on considère que cet ongle n'a pas reçu de dose ou à

des niveaux très faibles. Aucun signe clinique n'est par ailleurs apparu sur ce doigt.

Artö
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t+
+
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La courbe de saturation en dose du majeur droit est comparée sur la Figure VI.4 avec celle du

pouce gauche qui était l'un des doigts ies plus exposés selon les signes cliniques. Sur le pouce

gauche, la saturation en dose est observée à environ 16 Gy. La dose de surexposition calculée

à partir de i'Equation VL2, est respectivement de 38 Gy si l'on considère la valeur obtenue

sur le majeur droit comme valeur de saturation pour des ongles non exposés et de 29 Gy sur la

base de la valeur moyenne de 45 Gy. Pour le pouce gauche, trois prélèvements ont été réalisés

à plusieurs semaines d'intervalles. Les trois prélèvements ont été analysés et ont donné des

valeurs similaires de dose.

En première approximation, nous avons donc interprété la dose de saturation obtenue sur le

majeur droit comme la dose de saturation Dru11 que I'on aurait obtenu sans irradiation

préalable. Les doses sur les autres doigts ont été calculées à partir de cette valeur. Dans ce cas

précis, si nous utilisons la valeur moyenne (45 Gy), toutes les doses estimées sont diminuées

de 9 Gy, difference entre la valeur moyenne et la valeur de Dr41 estimée pour ce patient. Nous

avons pu ainsi reconstituer un début de cartographie de la dose reçue sur la base des doses

estimées sur les prélèvements analysés (Fig. VI.5). On peut noter que pour au moins deux

doigts, les doses sont inférieures à 10 Gy. Il serait intéressant d'analyser des ongles de ces

doigls selon le protocole no1, une fois celui-ci optimisé.

Figure VI.5 ; cartographie des doses estimées par RPE sur les ongles avec le protocole no2

Le niveau de dose estimé semble être légèrement plus élevé que ce que laisse à penser

l'évolution des signes cliniques au niveau de la peau des mains. Les signes cliniques indiquent

des doses au maximum égales à 30 Gy. Cependant, il faut rappeler que I'apparition et

l'évolution des signes cliniques ne sont pas uniquement conditionnées pat Ia dose, mais

également par lasurface exposée. Si les gradients de dose sont importants et les doses les plus

ûGy

40 Gy

18 Gy
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élevées limitées à de petites surfaces, il n'est pas impossible d'avoir très localement des doses

supérieures à 30 Gy avec des signes cliniques similaires. Il existe par ailleurs des différences

de sensibilité entre les individus. Il est donc diffrcile d'estimer la validité des résultats obtenus

sur la seule base des signes cliniques. Seule, une mesure de la dose sur un échantillon de

tissus osseux (cf. accident de Radès), pourrait permettre de confirmer la pertinence des doses

estimées sur les ongles. Cependant, il faut souligner que la distribution des doses est

apparemment cohérente avec la distribution des effets cliniques observés sur la peau. Les

doses les plus importantes ont été reportées sur les doigts a priori les plus exposés d'après les

signes cliniques, pour lesquels une dépigmentation de la peau a notamment été observée et

des douleurs reportées. Ces résultats, obtenus très récemment, doivent être encore confirmés

et affinés, mais ils tendent à prouver que le protocole mis en place permet d'ors et déjà

d'estimer un niveau d'exposition de manière réaliste. Porx valider ce protocole, il pourra être

envisagé de passer au modèle animal ou encore de réaliser des études sur des patients traités

par radiothérapie par exemple.

D. BILAN ET PERSPECTIVES POUR L'OPTIMISATION DES
PROTOCOLES

D.1 Les protocoles développés au cours de ce travail

Sur la base des résultats obtenus au cours de cette thèse, deux protocoles d'estimation des

doses sur les ongles ont été proposés. Le premier protocole répond a priori aux besoins du tri

de population, qui est conditionné par une capacité de mesure importante et la possibilité de

détecter des doses à partir de 2 Gy. Ce protocole n'a pas encore été optimisé et n'a donc pas

encore f'ait l'objet de validation. Le deuxième protocole, basé sur la saturation en dose, est

adapté aux situations d'accident fréquemment rencontrées. Même s'il î'a pas été

complètement optimisé, ce deuxième protocole a néanmoins était appliqué à deux cas

d'accidents. Les résultats dans un cas sont cohérents avec ceux obtenus sur des biopsies

osseuses et dans le deuxième cas si les doses semblent légèrement plus élevées que celles

attendues sur la base des signes cliniques, la distribution de dose est par contre cohérente avec

ces mêmes effets.

D.2 Perspectives en matière d'optimisation des protocores

D.2.1 Paramètres à considérer

Ces deux approches s'avèrent prometteuses, complémentaires et devraient répondre aux

besoins en matière de tri de population et de dosimétrie d'accident.

Dans le cas de situation d'accident radiologique classique, lorsque le protocole no1 sera mis

en place, une première évaluation de la dose pourra être systématiquement réalisée sur

l
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1'ensemble des échantillons. Selon la valeur de dose déterminée, l'application du protocole

n"2 potxra être alors décidée. Actuellement, l'ensemble des échantillons est analysé selon le

protocole n"2. L'utilisation du protocole n"l permettra de limiter le nombre d'échantillons à

analyser selon le protocole n"2 et ainsi de diminuer ies déiais des expertises. Des

optimisations concernantlapréparation des échantillons, les conditions de mesure et l'analyse

de données peuvent cependant être encore réalisées. Une fois ces protocoles de mesures

optimisés, il conviendra alors d'étudier sur un échantillonnage important :

. pour le protocole 1, la variabilité de la sensibilité en fonction de la dose et la variabilité

de l'amplitude du ( BG >,

. pour le protocol e 2,Ia variabilité de la dose de saturation.

Les meilleures estimations des valeurs moyennes de ces trois paramètres ainsi que leurs

éventuelles corrélations avec des caractéristiques propres à I'ongle ou au donneur devraient

permettre d'améliorer les incertitudes sur la dose estimée ainsi que les limites de détection

associées. A ce jour, la limite de détection pour le protocole n"l est de l'ordre de2,l Gy, ce

qui est compatible avec l'objectif de 2 Gy initialement fixé. Il conviendra également de

déterminer plus précisément ia valeur de dose àpartir de laquelle il est nécessaire d'appliquer

le protocolen"2. Cette valeur est estimée à 10 Gy, mais elle dépend de laméthode utilisée

pour déterminer la valeur du < BG > et de la saturation en dose.

La réduction de la variabilité sur ces paramètres n'est pas le seul moyen d'améliorer la limite

de détection. Deux axes sont encore envisageables, d'une partl'améIioration de la sensibiiité

de la mesure et d'autre part le déveioppement permettant de mesurer de manière sélective soit

le < BG >, soit le RIS5.

D.2.2 Amélioration de la sensibilité

Si I'augmentation de la sensibilité de la mesure vise principalement la diminution des limites

de détection, cela permettra également de réduire les temps de mesute, facteur extrêmement

important pour les applications de tri, puisque cela conditionne directement le nombre

d'échantillons qu'il est possible de mesurer dans un temps donné.

Le gain de sensibilité sur un spectromètre RPE en onde continue peut être recherché dans

plusieurs composants du spectromètre, principalement au niveau de la source micro-onde, de

la diode détectrice, du préamplificateur micro-onde et du résonateur. L'utilisation d'une

source micro-onde dotée de préamplificateur bas bruit est une voie possible d'amélioration,

mais qui nécessite une intervention délicate sur le pont hyperfréquence. L'un des éléments

faciiement interchangeables pour lequel le gain en sensibilité est parmi les plus importants

reste le résonateur. Un même spectromètre peut accueillir des types variés de résonateur sans

nécessiter de modification du spectromètre.

Que ce soit en bande X ou en bande Q, les cavités utilisées en routine, ne sont pas les plus

adaptées pour les applications de dosìàétrie où l'on recherche le maximum de sensibilité'
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Pour des échantillons de masse relativement importante, les résonateurs de type < loop-gap >

devraient en principe permettre un gain de sensibilité significatif (Froncisz &. Hyde, 1982).

Avec ce type de résonateur, le facteur de remplissage peut être de 50 à 100 fois supérieur à

celui d'une cavité T8102 par exemple. L'intensité du signal étant directement proportionnelle

au facteur de remplissage (Eq. VI.1), il peut ainsi en résulter un gain significatif, d'autant plus

qu'il est également possible de mesurer avec ces résonateurs des échantillons de masse plus

importante.

Néanmoins, ces résonateurs ont également des facteurs de qualité plus faibles que les cavités

classiques, de plus, ils sont généralement diffrciles à coupler avec le pont hyperfréquence et le

spectre d'absorption peut être distordu par la présence de la composante de dispersion liée à

des problèmes de phase sur le bras de référence du spectromètre. Ces dispositifs pourtant

couramment utilisés pour les mesures in vivo sur petit animal en bande L (1,1 GHz), sont peu

répandus pour la bande X et encore moins pour la bande Q (Froncisz et a1^, 1986). Il serait

intéressant d'étudier leurs perfofinances. Malheureusement, ils ne sont pas disponibles chez

les principaux fabricants de spectromètre RPE et nécessitent un développement spécifique.

Avec les cavités utilisées, la forme et la composition des tubes de mesure peuvent également

avoir une influence signif,rcative sur l'intensité du signal mesuré. Nous avons ainsi noté qu'un

gain d'un facteur 2 était obtenu sur f intensité du signal RPE mesuré en bande Q sur un ongle,

entre l'utilisation d'un capillaire et d'un tube de mesure de haute précision. Il pourrait ainsi

être intéressant d'étudier de manière plus détaillée ces effets afin d'optimiser les tubes de

mesure (épaisseur de la paroi, composition et forme). De môme, l'utilisation d'un insert

permet en théorie des gains notables de sensibilité. Nesmelov et al. (2001) ont montré qu'un

inserl en matériau ferroélectrique positionné autour du tube de mesure permettait en bande X

d'obtenir un gain d'un facteur 80 sur des échantilions aqueux avec une cavité de type TMH.

Sans modifier le facteur de qualité de la cavité, ce type de dispositif permet d'augmenter le

facteur de remplissage ry, en redistribuant le champ micro-onde dans la cavité résonante.

Selon l'Equation VI. 4, on peut ainsi augmenter f intensité du signal mesuré en utilisant les

cavités résonantes du laboratoire.

La réalisation de mesures RPE à basse température est une autre possibiiité pour améliorer la

sensibilité. Si le magnétisme du RIS5 suit la loi de Curie, il est alors possible d'envisager un

gain de sensibilité en abaissant la température de mesure (intensité u 1/T). Un gain théorique

d'un facteur 75 peut être espéré entre une mesure effectuée à 4 K et une mesure effectuée à la

température ambiante. Les systèmes de cryogénie ne sont pas utilisés en routine en

dosimétrie, principalement à cause des coûts afferents à I'instrumentation nécessaire et à

I'approvisionnement en hélium liquide. Les études à basse température se limitent

généralement à l'étude de la structure du spectre RPE. Si l'on peut montrer qu'il est possible

de réaliser des mesures reproductibles avec un gain de sensibilité significatif dans ces

conditions, il peut être tout à fait envisagé d'utiliser ces équipements dans le cadre de
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conditions exceptionnelles (accident, tri de population). I1 faut également souligner que les

améliorations qui pourraient être apportées à la mesure RPE des ongles, pourraient être

utilisées pour la mesure d'autres types de matériaux considérés en dosimétrie des

rayoûlements ionisants.

Ð.2.3 Mesure sélective du BG et du R|SS

Noua avons vu dans les chapitres IV et V, que le ( BG ) et le RIS5 présentaient des

comportements différenciés vis-à-vis de la puissance micro-onde lors de la mesure et des

ultrasons utilisables lors de Iapréparalion. Il serait intéressant d'étudier la possibilité d'utiliser

ces effets différenciés pour mesurer de manière sélective l'une de ces deux composantes.

Pour les ultrasons, il conviendra d'étudier l'influence de la puissance et de la fréquence des

ultrasons sur ces deux signaux. Une autre approche, qui pourrait être développée, consiste à

tirer pafü de l'augmentation du <BG )) au cours de la déshydratation, comme nous I'avons

montré dans le chapitre V. Si cette augmentation est aussi peu variable d'un échantillon à

I'autre que nous le supposons, cette caractéristique pourrait être exploitée. Afin de diminuer

les délais tiés à la déshydratation des ongles, il sera nécessaire de proposer une méthode

permettant une dessiccation reproductible et complète dans les délais les plus courts possibles'

De manière générale, si f identification des radicaux associés au < BG > et au RIS5 n'est pas

nécessaire en soit pour estimer des doses, elle pourrait permettre de mieux définir les

traitements éventuels réalisés sur les ongles et éventuellement d'aider à en proposer de

nouveaux. Les méthodes de RPE impulsionnelles (ESEEM, HYSCORE) pounaient dans ce

cas très probablement aider à leur identification.

E. CONCLUSION

Suite à l'étude détaillée des signaux RPE présents dans les ongles, il a été possible d'élaborer

deux protocoles de mesure. Dans ces deux protocoles, les mesures peuvent être réalisées en

bande X ou en bande Q. L'utilisation de la bande Q est une approche nouvelle pour la

dosimétrie par RPE et elle présente des avantages certains pour les deux principales

applications envisagées, le tri de population et les irradiations localisées aux mains.

Ces deux protocoles diffèrent par l'approche méthodologique utilisée pour estimer les doses

et au final par leur domaine d'application. Le protocole n"1, basé sur l'utilisation d'une

courbe d'étaionnage, permet de répondre aux besoins spécifiques du tri de population. Le

protocole no2 intègre une approche nouvelle en dosimétrie qui consiste à estimer les doses à

partir d'un phénomène de saturation du signal radio-induit. Ce protocole est adapté aux

accidents d'irradiation avec des doses élevées aux niveaux des mains. 11 sera important

d'optimiser ces deux protocoles avanf de procéder à des tests de validation complets, ces tests

nécessitant une quantité importante de travail. De plus, de nombreuses possibilités sont

envisagées pour améliorer la précision, les limites de détection, la rapidité des mesures et le

délai total 1'analyse. Le protocole dédié à la dosimétrie d'accident a déjà fait l'objet de trois
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premières applications expérimentales à des cas réels d'accident. Les résultats obtenus ne

suffisent pas à valider complètement l'approche méthodologique, ils s'avèrent néanmoins à la

fois cohérents et prometteurs.
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Conclusion générøIe

Ce travail de thèse a été principalement motivé par l'évolution des menaces relatives aux

risques radiologiques. Pour certains des scénarios envisagés, i'utilisation malveillante de

substances radioactives peut conduire les autorités à suspecter qu'un nombre important

d'individus soit possiblement exposé. La gestion de telles situations impose d'être en capacité

de distinguer, parmi une large population potentiellement exposée, les individus nécessitant

une prise en charge médicale immédiate de ceux pour lesquels elle peut être différée voire

considérée comme inutile. Il s'agit d'éviter, autant que possible, la saturation du système de

prise en charge des victimes et de le dimensionner au plus près des besoins réels.

Lorsque ce travail de thèse a débuté, la principale approche développée, tant au niveau

national qu'au niveau intemational, pour identifier les personnes ayant été significativement

exposées à des rayonnements, visait à mettre en place des réseaux de laboratoires utilisant des

techniques bien établies coÍlme la cytogénétique, pour démultiplier les capacités d'analyse

des échantillons prélevés sur les individus potentiellement impliqués. Si ces techniques sont

effectivement bien établies, elles nécessitent, pour la plupart des laboratoires, f implication de

personnels formés et entrainés, comme par exemple pour le comptage visuel des aberrations

chromosomiques en cytogénétique. Une autre stratégie a consisté à automatiser au maximum

les étapes nécessitant une intervention humaine. Cependant, les capacités actuelles en

dosimétrie biologique restent toujours très en degà de ce qui serait nécessaire dans le cas de

certains scénarios. De plus, dans cette phase de tri, il est recommandé d'utiliser autant que

possible des techniques différentes pour augmenter les capacités d'analyse et également pour

doubler les évaluations afin d'éviter les faux négatifs ou faux positifs.

C'est dans ce contexte, qui au ftnal a très peu évolué au cours de la thèse, que nous avions

envisagé d'étudier l'apport des techniques de dosimétrie physique pour le tri de population.

Des études préliminaires ont été réalisées avec un certains nombres de ces techniques

(spectroscopie RPE, luminescence stimulée thermiquement et optiquement) sur des matériaux

pouvant être facilement prélevables ou directement mesurables sur le plus grand nombre de

personnes. Il s'agissait, d'une paft, de matériaux biologiques (ongles, cheveux et émail

dentaire) et, d'autre part, d'éléments présents dans les téléphones portables (composants

électroniques, polymères et veffes minéraux). Le travail sur les matériaux technologiques a

notamment été poursuivi dans le cadre d'un projet Européen (Multibiodose) dans lequel le

laboratoire est très fortement impliqué. Des premières intercomparaisons sont actuellement

organisées sur la mesure des composants électroniques par OSL et des verres des écrans

tactiles. Mais, un certain nombre de problèmes limitent encore le caractère opératiorurel de ces

techniques (fading pour les composants électroniques, etc.). Par ailleurs, l'évolution continue

des matériaux utilisés dans ces technologies constitue à elle seule une difficulté majeure pour

disposer d' une méthodolo gie dosimétrique stabilisée.
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Le fait de pouvoir estimer des doses sur des échantillons biologiques par des méthodes dites

de dosimétrie physique présente un intérêt certain en permettant de ne pas dépendre des

matériaux, voir des équipements, qui accompagneraient la personne au moment de

I'exposition potentielle. Ainsi, la RPE sur l'émail dentaire, opérationnelle pour l'évaluation

des doses en cas d'accident radiologique impliquant un nombre réduit de victimes, est

toujours en cours de développement, avec comme objectif d'abaisser suffisamment les limites

de détection et les incertitudes associées pour pouvoir envisager une utilisation dans le cadre

du tri de population. Le développement de la dosimétrie sur les ongles est quand lui

particulièrement pertinent dans le cas d'un accident de grande ampleur compte-tenu de la

facilité de prélèvement des ongles. Par ailleurs, il apparait rapidement que l'intérêt de ce type

de dosimétrie est double. En effet, en plus de l'enjeu important qu'il représente pour des

applications de tri de population, le développement d'une telle technique pourrait permettre

de répondre à la nécessité de disposer de données dosimétriques au niveau des mains dans le

cas des accidents radiologiques dus à des manipulations de sources. Ces accidents se

produisent assez régulièrement et la quasi-totalité des derniers cas d'accidents dans lesquels

I'IRSN a été impliqué présentait ce type de configuration.

Ainsi, si ce travail a débuté avec l'objectif de développer la spectroscopie RPE pour

l'estimation des doses sur les ongles avec des performances compatibles avec les exigences

du tri (délai, limite de détection, incertitude et capacité), il s'est avéré également extrêmement

utile dans le domaine des accidents radiologiques < plus classiques >.

Dans ce travatl de thèse, nous avons étudié de manière détaillée les differents signaux

présents dans les spectres RPE des ongles. En plus des signaux radio-induits, nous avons

identifié trois autres catégories de signaux RPE. Il était nécessaire de posséder une bonne

compréhension de ces signaux avarÍ d'étudier dans le détail les différentes composantes du

signal radio-induit. En effet, ces signaux préexistant avant irradiation sont susceptibles de se

superposer ou de se confondre avec ceux induits par les radiations.

La première catégorie est constituée des signaux intrinsèques qui sont liés à la composition de

l'ongle. Ainsi, nous avons identifié et étudié les signaux induits par la présence de fer et de

manganèse. Nous avons, en particulier, mis en évidence que le manganèse était présent dans

au moins deux environnements chimiques différents et qu'une structure fine pouvait se

supe{poser aux signaux dosimétriques, Pour des échantillons présentant les teneurs en

manganèse les plus élevées, nous avons observé une variation de l'intensité des raies du

manganèse en fonction de la dose, ce qui est susceptible de présenter un intérêt pour les

aspects dosimétriques. En plus des signaux liés au fer et au manganèse, un signal (( BG Ð

présentant des caractéristiques similaires à I'une des composantes du signal radio-induit

(RISS) a été finalement identifié comme un signal intrinsèque. Une analyse approfondie de la
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nature de ce signal et l'étude de sa variabilité inter-individu, nous a permis d'envisager les

méthodes classiques d'estimation de dose pour les applications de tri. En effet, la faible

variabilité de l'amplitude du ( BG ) permet d'estimer sa contribution dans le signal mesuré

sur des ongies irradiés à partir d'une valeur moyenne estimée sur un échantillonnage d'ongles.

Ainsi, il est possible d'en déduire la composante radio-induite et de la convertir en dose par

l'utilisation d'une courbe d'étalonnage. La définítion de lø nature du ( BG > a constitué la

première étøpe cltí vers lu déJi.nítion de protocoles de mesure ødøptés au trí de populøtion.

La deuxième catégorie de signaux est liée à la présence d'agents extérieurs, tels que les vemis

cosmétiques. Il s'agit de signaux définis comme parasites. Certains vernis peuvent induire des

signaux extrêmement intenses qui empêchent toute mesure des signaux dosimétriques. Ces

signaux sont dus à la présence d'oxydes de fer dans les vernis et liés à des phénomènes

conjugués de super-paramagnétisme et de résonance ferromagnétique. L'utilisation de

dissolvants permet d'éliminer ces signaux sans altérer les composantes stables du spectre RPE

des ongles. Ces données laissent à penser que les vernis et l'utilisation de dissolvant ne

limitent pas le champ d'application de la RPE sur les ongles. I1 conviendra bien sûr, dans la

poursuite de ces travaux, de réaliser une étude plus détaillée pour établir de façon certaine

l'innocuité de tous les types de vernis cosmétiques et des dissolvants vis-à-vis du signal

dosimétrique.

La troisième catégorie de signaux mesurés dans les ongles est liée aux réactions de mécano-

chimie induites lors du prélèvement des ongles ou lors de la préparation des échantillons

(coupe ou broyage). Depuis les premières études menées sur les ongles et jusqu'à maintenant,

les signaux induits par le stress mécanique (MIS) ont été identifiés conlme un obstacle majeur

au développement de la dosimétrie sur les ongles. Plusieurs types de radicaux génèrent des

signaux RPE qui se superposent à ceux d'intérêt dosimétrique. De ce fait,la possibilité de

réaliser des mesure s in vivo des ongles permettant ainsi de ne mesurer que les composantes

radio-induites et intrinsèques du signal RPE sont en cours de développement' D'autres

approches sont basées sur la simuiation et la déconvolution des signaux mesurés' Au final,

nous avons pu montrer que toutes des composantes du MIS que nous avons identifiées

peuvent être éliminées par une simple humidification des ongles. Le rôle de I'humiditë sur le

comportement des rødícaux líbres líés øu MIS est l'an des résultuts les plus ìmportunts de

ce travøíl de thèse et ø constitué une deuxíème étøpe majeure vers le développement de

protocoles de mesure pour le trí de population, øprès l'identffication de lø nøture du

( BG r>.

EnJi.n, lu troisième ëtape clé de ce travøil de thèse ø été l'ídentíJicøtion d'une espèce rødio'

induíte stable, te RISS. Ce signal, même s'il est de faible intensité, permet d'estimer des
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doses entre2 Gy et environ 45 Gy, dose à laquelle le signal atteint un niveau de saturation.

D'autres espèces radio-induites ont été identifiées, mais du fait de leur instabilité etlou parce

que leur signature RPE n'est observable qu'à très forte dose, ces espèces n'ont pas été

considérées pour estimer les doses. La réponse en fonction de la dose du RIS5 est atypique

car elle n'est pas linéaire et qu'au-delà d'une valeur moyenne de 45 Gy le signal diminue

jusqu'à n'être plus mesurable.

Sur la base de l'étude du RIS5, deux protocoles ont été proposés pour estimer les doses. Le

premier, applicable pour les doses les plus faibles (< 10 Gy), et donc adapté à une application

pour le tri de population est basé sur les méthodes d'étalonnage. Le second, applicable pour

les plus fortes doses, est plus pertinent pour l'estimation des doses lors d'irradiations

localisées aux mains. Etant donné que le phénomène de saturation du signal ne permet pas

d'utiliser de manière satisfaisante les méthodes classiques d'estimation des doses pour les

plus fortes doses, ce second protocole a été, établi en développant une nouvelle approche,

basée sur l'évaluation de la dose de saturation. Cette approche ø été øppliquée lors

d'expertises sur des ongles prélevés sar plusieurs victimes d'uccident (Tunisie (2008),

Gøbon (2010), Pérou (2012)). Les résultats très encourageants obtenus constituent une

première validation de l'approche. De plus, il faut signaler que ces travaux d'expertise

constituent les premières applications dosimétriques connues de la spectroscopie RPE en

bande Q.

Ces deux protocoles ne seront pleinement opérationnels pour l'expertise qu'après une phase

d'optimisation concernant tout particulièrement le temps nécessaire à la mesure d'une dose

sur un ongle avec une incertitude satisfaisante. Une étude visant à améliorer la sensibilité de

la mesure, et par la même à diminuer les temps d'acquisition, en effectuant les mesures à

basse température, avec des résonateurs adaptés ou en utilisant un insert constitue la suite

indispensable de ce travail de thèse. Par ailleurs, si I'intérêt pour les ongles dans l'application

de tri de population se confrrme, il pounait alors être envisagé de développer des passeurs

d'échantillons automatisés et de construire des spectromètres optimisés pour ce type

d'application.

Dans les perspectives, il conviendrait également de considérer et d'étudier la mesure des

ongles avec d'autres techniques, cofiìme la thermoluminescence ou la lyoluminescence.
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Annexe I : Effets biologiques des rayonnements ionisants

Dans cette annexe, ne sont décrits que les effets déterministes des rayonnements ionisants.

Les effets déterministes sont ceux que l'on observe au delà d'un seuil de dose pour un type de

lésions et un type d'organe. Les seuils à partir desquels ils commencent à apparaître sont de

l'ordre 0,2 Gy.Ils sont appelés déterministes car ils sont systématiques, c'est-à-dire qu'ils se

manifestent toujours au-delà des valeurs seuils et leur gravité augmente en général avec la

dose reçue. En plus de la dose reçue, les effets déterministes des rayonnements dépendent du

volume de tissu inadié (cas des irradiations localisées, partielles ou très hétérogènes), de la

qualité et du type de rayonnement (à dose égale les dommages sont differents s'il s'agit par

exemple de photons ou de neutrons) ainsi que de la durée de l'exposition (influence du débit

de dose).

Les effets sur les tissus se manifestent dans les queiques jours à quelques semaines qui

suivent : dépeuplement cellulaire, atrophie et dégradation des fonctions tissulaires. Le déficit

cellulaire qui en résulte entraîne des lésions tissulaires qui à leur tour altèrent la fonction de

I'organe. Par I'interference avec la mitose, ce sont les tissus qui se régénèrent le plus

rapidement qui sont principalement touchés: peau (couche basale de l'épiderme, seuil : - 6

Gy), moelle osseuse et organes lymphoides (seuil : - 2 Gy), intestin (revêtement épithélial,

seuil : - 10 Gy), gonades (spermatogonies, seuil: - 0,15 Gy, ovocytes, seuil : - I,5-2 Gy),

cristallin (épithélium antérieur, seuil : - I-3 Gy), voies respiratoires (seuil : - 6-10 Gy). Ces

effets surviennent dans les jours ou semaines qui suivent le moment de l'ir¡adiation, de façon

d'autant plus précoce que le tissu concemé a un taux de renouvellement pius rapide. Ils

peuvent être réversibles, selon la sévérité et la répartition des lésions. La défaillance de ces

organes se traduit parl'apparition de signes cliniques dont l'évolution au cours du temps est

fonction de la dose et de sa répartition. La défaillance de plusieurs organes de manière

simuitanée peut entraîner la mort de I'individu.

Les rayonnements ionisants ne produisent pas d'effets pathognomoniques, morphologiques ou

histologiques qui peuvent permettre un diagnostic étiologique certain. En d'autres termes, la

réaction de |'organe dépend beaucoup plus de l'organe que du stress à l'origine du

dysfonctionnement tissulaire. Par exemple, après de fortes doses la peau rougit et la cornée

s'opacifie ; des tissus colnme ia moelle osseuse, l'épithélium intestinal ou les gonades mâles,

dont le taux de renouvellement est rapide, ne peuvent plus assurer leurs fonctions en raison

des importantes pertes celluiaires. Comme ces pertes concement en premier lieu les cellules

souches et immatures, la mort normale des cellules adultes fonctionnelles n'est plus

compensée parl'arcivée de cellules jeunes de remplacement.

Aux très fortes doses (> 20-50 GV) le système nerveux est touché ; désorientation,

incoordination des mouvements volontaires, délire, coma, convulsions, puis mort surviennent
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quelques minutes à quelques heures après I'exposition. Une période de récupération partielle

des capacités de quelques heures peut être observée.

Pour des doses inférieures, lors d'une irradiation aigue, on distingue généralement trois

phases dans l'évolution de l'état de la victime :

o Une phase initiale ou prodromique d'une durée de l'ordre de quelques heures à

quelques jours qui apparaît quelques heures après l'exposition. Le délai d'apparition

est d'autant plus court que f irradiation est sévère. Des signes de fatigue sont

observées, de même que des céphalées, nausées etlou, vomissements ainsi que des

érythèmes ;

o Une phase de latence de quelques jours à deux semaines durant laquelle les

symptômes initiaux disparaissent. Cette phase est d'autant plus courte que l'irradiation

est sévère ;

o Une phase aiguë ou d'état, potentiellement mortelie, qui dure de quelques semaines à

plusieurs années. C'est la phase critique au cours de laquelle apparaissent les effets au

niveau des systèmes hématologiques, gastro-intestinaux, respiratoires et cutanées.

Selon la sévérité de l'exposition et les organes touchés, un nombre important de

symptômes peuvent être observés (nausée, vomissements, asthénie, anorexie,

,alopécie, érythème, ulcération ou nécrose de la peau, immunodépression, hémorragies

internes, dianhée et déshydratation, douleurs thoraciques, insuffisance respiratoire,

etc.).

Il existe cinq principales formes du syndrome d'irradiation aigue qui dépendent des doses

regues aux différents organes concernés, qui peuvent se produire simultanément :

1. La forme cérébro-vasculaire critique se manifeste généralement pour des doses

supérieures à 50 Gy mais les symptômes peuvent apparaître dès 20 Gy. Au-delà de 50

Gy, elle débute dans les premières heures après I'exposition, et touche le système

nerveux. Elle se caractérise par les symptômes suivants lors de la phase prodromale

(quelques minutes au plus après I'irradiation) : agitation extrême, apalhie, ataxie,

désorientation, troubles de l'équilibre, vomissement, diarrhée, perte de connaissance.

Pendant la période de latence, parfbis inexistante, et durant quelques heures au plus, le

patient récupère partiellement ses capacités. La phase symptomatique se manifeste par

des conwlsions, suivis du coma. A ces doses, le décès intervient généralement sous

trois jours et est le plus souvent provoqué par un effondrement du flux sanguin

cérébraI lié à I'augmentation de la pression dans la boîte crânienne (tableau

d'hypertension intracrânienne aigue) (ædème cérébral, méningite, encéphalite).

2. La forme gastro-intestinale se manifeste pour une exposition supérieure à

6 Gy. Après une dose unique supérieure à 6 Gy, une dénudation partielle voire
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complète des villosités survient en quelques jours. La rupture radio-induite de la

barrière intestinale entraîne le passage des bactéries, qui induisent des infections,

aggravées par le déficit des cellules sanguines de défense, causé par l'atteinte en

général concomitante de la moelle osseuse. Il s'agit donc d'un syndrome grave,

pouvant entraîner la mort par septicémie et déshydratation. Pour des doses supérieures

à 10 Gy, la dénudation de la muqueuse de l'intestin grêle exacerbe la fuite des fluides

et des électrolytes et la mort peut survenir en quelques jours.

3. La forme hématopoiétique se manifeste pour une exposition supérieure à

11Gy. Elle débute deux à trois semaines après I'exposition aux radiations et touche

la moelle osseuse. Le syndrome hématopoiétique est lié à la destruction partielle ou

totale des cellules hématopoiétiques de la moelle osseuse et à celle des lymphocytes

périphériques. La déficience hématopoiétique se traduit en quelques semaines par une

chute du taux de granulocytes (immunodéficience) et de plaquettes (défaut de

coagulation). Cela peut conduire à une infection mortelle ou à des hémorragies

internes. Dans le cas d'une irradiation homogène, la dose qui entraîne la mort dans un

cas sur deux en deux mois (DL 50/60) se situe entre 2,5 et 5 Gy avec une valeur

moyenne de 3,5 Gy.

4. La forme pulmonaire se manifeste pour une exposition supérieure à 6-7 Gy

principalement sous la forme de pneumonie. La période de latence entre l'irradiation

et le développement de la pneumonie est de l'ordre de quelques semaines à quelques

mois. La pneumonie radio-induite se traduit par une détresse respiratoire, extériorisée

par de la cyanose. Dès ies premières manifestations, i'évolution est rapide et

inexorable.

5. La forme cutanée, se manifeste pour des doses supérieures à 4-7 Gy. Dans ia phase

prodromale, elle se manifeste principaiement, par un érythème (rougeur) passager et

des démangeaisons et, lors d'une irradiation intense, la desquamation. Après la période

de latence, ces symptômes réapparaissent avec en plus une alopécie. Selon la dose, la

seconde vague d'effet peut se traduire par une desquamation sèche (>10 Gy) ou

humide (>20 Gy) et pour des doses supérieures à 25 Gy par une nécrose des tissus. Le

syndrome cutané peut tout particulièrement se produire en I'absence des autres formes

d'irradiation aiguë en cas d'exposition à des rayonnements peu pénétrants comme les

rayons bêta ou dans le cas d'irradiation localisée'

Les doses indiquées sont relatives à une exposition aiguë (une exposition dite fractiorurée pour

une même dose totaie n'induit les mêmes effets) avec des rayonnements photoniques. Pour

d'autres types de rayorutements, comme par exemple dans le cas des neutrons, les différences

en termes d'interaction et de densité d'ionisation, peuvent mener à des effets d'intensité

différente pour une même dose délivrée.

271



272



Annexe II : Mesure des temps de relaxation par RPE pulsée

L. Méthode de mesure du temps de relaxation transverse T2

Le temps Tz n'est pas directement mesuré, c'est le temps de mémoire de phase T¡a qui est

mesuré selon la méthode proposée par Carc et Purcell (1954). Lorsque Tr est très supérieure à

T2, alors T¡a peut être équivalent à Tz.

Pour simplifier la présentation de cette méthode, considérons deux paquets de spins A et B de

fréquences de Larmor ola ( oe. Initialement les aimantations Me et Ms correspondant à ces

deux paquets sont orientées selon l'axe Z (Fig.1, A). Une impulsion radiofréquence intense

permet de faire basculer selon un angle nl2,les aimantations dans le plan XY (Fig. i, B et C).

zr

x'

E0A

HFt

Figure AII.I : Principe de formation d'un écho (selon Caru et Purcell, 1954)

Les Ma et Me se séparent du fait de leur vitesse de précession differente autour de l'axe Z

correspondant à la direction de Bo (Fig.1, D). Me est en avance sur Me. Après un délai r, tlne

nouvelle impulsion est appliquée selon l'axe X ou Y permettant une modification de

l'orientation de M¡ et Me d'un angle n (Fig. 1, E). Ma est alors en avance sur Me et comme

Ms a une vitesse supérieure à Me, Me finit par rejoindre Ma à l'instant 2t (Fig. 1, G)' A cet

instant on détecte un écho dont l'amplitude correspond à M¡, * Me. Un écho peut être

également mesuré aux instants 4'c,6r,8"c,... 2nr si 1'on applique des impulsions æ aux instants

3r, 5r,7r,... (2n-1)r.
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Cette séquence correspond à la séquence Carr-Purcell. L'amplitude de l'écho mesuré aux

temps 2nt décroit selon r comme :

e

T¡a dépend de Tt et Tz, mais lorsque Tr>>Tz on peut considérer que T¡a=T2. L'analyse de la

courbe de décroissance de l'amplitude de l'écho en fonction de r permet donc d'estimer Trr¡ et

donc T2.

2. Méthode de mesure du temps de relaxation longitudinal TL

Le temps de relaxation Tl a été déterminé par la méthode dite d'inversion récupération. Une

impulsion radiofréquence est appliquée pour faire basculer l'aimantation d'un angle n. Une

série de séquences d'écho à 2 pulses est ensuite utilisée pour mesurer le retour à l'équilibre de

l'aimarúation selon le temps r séparant I'impulsion n de la séquence à 2 pulses (Fig. 2).

T Séquence 2 pulses

T1

Figure AII.2 : Séquence d'inversion recouvrement

Le signal d'écho augmente de manière exponentielle selon r comme

2nr(__)
TM

M,Q): Mo[ - zn-"'')

T

r
o
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Annexe II : Mesure des temps de relaxation par RPE pulsée

1. Méthode de mesure du temps de relaxation transverse T2

Le temps T2 n'est pas directement mesuré, c'est le temps de mémoire de phase T¡a qui est

mesuré selon la méthode proposée par Carc et Purcell (1954). Lorsque T1 est très supérieure à

T2, alors T¡a peut être équivalent à Tz.

Pour simplifier la présentation de cette méthode, considérons deux paquets de spins A et B de

fréquences de Larmor oe ( r¡e. Initialement les aimantations Ma et Ms correspondant à ces

deux paquets sont orientées selon l'axe Z (Fig.1, A). Une impulsion radiofréquence intense

permet de faire basculer selon un angle nl2,les aimantations dans le plan XY (Fig. i, B et C).
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Figure AILI ; Principe deformation d'un écho (selon Carr et Purcell, 1954)

Les Mn et Mn se séparent du fait de ieur vitesse de précession differente autour de I'axe Z

correspondarß àla direction de Bo (Fig.l, D). Me est en avance sur Me. Après un délai r, tlne

nouvelie impulsion est appliquée selon l'axe X ou Y permettant une modification de

l'orientation de Me et Me d'un angle æ (Fig. 1, E). Ma est alors en avance sur MB et comme

Ms â une vitesse supérieure à Me, Me finit par rejoindre M,q à l'instant 2r (Fig' i, G)' A cet

instant on détecte un écho dont l'amplitude correspond à Me + Me. Un écho peut être

également mesuré aux instants 4'c,6r,8t,... 2nr si l'on applique des impulsions æ aux instants

3r, 5r, 7 t,,... (2n-l)r.
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Cette séquence correspond à la séquence Carr-Purcell. L'amplitude de l'écho mesuré aux

temps 2nr décroit selon t comme :

2nr(__)
TM

e

T¡a dépend de Tl et Tz, mais lorsque Tr>>Tz on peut considérer que T¡a=T2. L'analyse de la

courbe de décroissance de l'amplitude de l'écho en fonction de t permet donc d'estimer Ty et

donc T2.

2. Méthode de mesure du temps de relaxation longitudinal Tl

Le temps de relaxation T1 a été déterminé par la méthode dite d'inversion récupération. Une

impulsion radiofréquence est appliquée pour faire basculer l'aimantation d'un angle n. Une

série de séquences d'écho à 2 pulses est ensuite utilisée pour mesurer le retour à l'équilibre de

I'aimantation selon le temps r séparant I'impulsion n de la séquence à 2 pulses (Fig. 2).
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Figure AII.2 : Séquence d'ìnversion recouvrement

Le signal d'écho augmente de manière exponentielle selon r cornme
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Annexe lll : Liste et caractéristiques des acides aminés

Petit résidus Nucléophile

HH

nr*xaooa
Çtycine {Gly. G}

MW:57.05

Hydrophobe

Vahne {Val- V}

MW: 99.14

Aromatique

Phenylalanine {Phe, F¡
fvlv'I: r47-18

Amide

H¿N

A
3

HaN CúOH HeN

Alanine (Ala, A)
MW; 71-09

,ôH \-0HIIÄroo* nr*^"o OH H¡N

fl"oo*HsN

Lêm¡ne (Leu. L¡

MW:113.1û

l-l Þ l\.1

$erine {Ser, S)
tulïV: 87.ûe. pKa - 10

ll¿N

lsolernine (lle, l!
M$¡:113.18

H¿N

Tryptophan {Trp, V,i}

MW:1Ê6.1¡

Basique

ÞlN

Threarrine {Thr. T¡
MW: l0l.l l" pKå - 16

HzN

l,lethionrne iMei. ful]

il{W: l3l.1g

tl,stçine {Cys. C'l

MW: 103.i5, pKa= Ê.35

H Acide

HrN

Proline {Pro, P}
il,ll¡J: 97.12

HcN

Glu¡amic Acicl (G¡u. Ë]
l',ôW: ¡pg-ls, pK a = 4.07

H"N
YNH¿"

HzN

rtrrginine (Arg. R)

Mlq; 15S.19, pK¡= 12,4S

0

A,N
I

^çoo¡tt-t¿N

Tyrcsirre {Tyr- Y}
i,llry: 1 9'3.18

Asparlic Ácid {Asp, ß}
Mw: I¡5.09,pKà=3.s

FleN H¿N

uy*"'

f.oon
ûûH HzN

Asparagina {Asn, filJ Glutamine (Gln, û} Histidine {His. Hl l-ysíne

l4lV,/: 1rô-1 1 t¡W: 1SS.14 lclVJ; 137,14. pKa= 6.04 M\{: 1å8,17
{Lys, K}
pK¡= 1û,79
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Rësumé

Ce travail de thèse a été principalement motivé par l'évolution des menaces relatives aux

risques radiologiques. Pour certains des scénarios envisagés, l'utilisation malveiliante de

substances radioactives peut conduire les autorités à suspecter qu'un nombre important

d'individus soit possiblement exposé. La gestion de telles situations impose d'être en capacité

de distinguer, parmi une large population potentiellement exposée, ies individus nécessitant

une prise en charge médicaie immédiate de ceux pour lesquels elle peut être différée voire

considérée cornme inutile. En d'autres mots, il faut pouvoir effectuer un tri entre les individus

ayantreçus une dose de radioactivité importante et ceux pour lesquels la dose reçue peut être

considérée comme faible. Dans le cadre de cette thèse, il s'agissait de répondre à ce besoin en

étudiant la possibilité d'estimer des doses de rayonnements ionisants à partir de la mesure par

spectroscopie à résonance paramagnétique électronique (RPE) de radicaux libres induits par

l'irradiation des ongles. Cinq types de signaux RPE induits dans les ongles par ircadiafion ont

été identifrés et caractérisés. Seul l'un de ces signaux présente une stabilité suffisante pour

permettre l'estimation d'une dose. En plus des signaux radio-induits, des signaux iiés à la

composition de l'ongle, induits par des réactions de mécano-chimie lors du prélèvement ou

encore par l'application de vernis cosmétiques peuvent se superposer aux signaux radio-

induits. Une étude détaillée de ces signaux a permis de proposer des solutions pour soit les

éliminer sélectivement soit les prendre en compte lors de l'analyse. Au final, deux protocoles

d'estimation des doses ont été proposés. Le premier permet la mesure des doses comprises

enÍre2 et i0 Gy et est donc bien adapté à l'objectif premier de la thèse. Ce premier protocole,

qui n'est pas encore complètement optimisé, nécessitera des tests et des validations

complémentaires. Un second protocole a également été élaboré pour l'estimation des doses

supérieures à 10 Gy, parce qu'il répond à un besoin identifié dans le cas d'accidents

régulièrement rencontrés, notamment ceux impliquant des irradiations localisées aux mains à

de forts niveaux de dose. Ce protocole a été appliqué sur trois cas récents d'accident

radiologiques, ce qui a permis de foumir des informations dosimétriques qui ne pouvaient

pas à ce jour être déterminées par d'autres méthodes et qui s'avèrent être déterminantes pour

le suivi médical des patients. Les principaux points bloquants dans la mise au point d'une

méthode d'estimation des doses basée sur la mesure par RPE des radicaux libres radio-induits

dans les ongles ont pu être levés. Un travail de mise au point et d'optimisation est encore

nécessaire pour assoir complètement ce type d'approche, notamment pour le tri de population.
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