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1  Sigles, abréviations et constantes

IRSN : Institut de Radioprotection et de Stireté Nucléaire

IAEA : International Atomic Energy Agency

UNSCEAR : United Nation Scientific Committee on the Effect of Atomic Radiation
Gy : Gray, unité de dose absorbée (I Gy = I J.kg™)

RPE : Résonance Paramagnétique Electronique

BKS : Background Signal ou Signal intrinséque

MIS : Mechanical Induced Signals ou Signaux Mécaniquement Induits

RIS : Radio-Induced Signals ou Signaux radio-induits

DOPA : 3,4-dihydroxyphénylalanine

h - _
S : magnéton de Bohr, P= € =9,274009-10 % J.T""
2mm,
. h - _
[ : magnéton nucléaire, BN:Zrecm =5,050783-10 7 J.T""

b
m,: masse du proton, m,=1,67- 10" kg
m,: masse de ’électron, m,=9,1-10 ' kg
h : constante de Planck, h=6,626070-10*J.s

k : constante de Boltzmann, k=1,380649-10"m’. kg. s 2K
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Introduction générale

Depuis le début du 20e siécle, plusieurs centaines d’accidents radiologiques se sont
produits conduisant a plusieurs milliers d’individus surexposés. Dans la majorité des cas, il
s’agissait d’irradiations externes et localisées (accidents de radiothérapie, chirurgie
interventionnelle, sources orphelines...). La prise en charge des victimes d’irradiation
nécessite la connaissance des doses regues, notamment au niveau des organes les plus a
risque. Différentes techniques d’estimation des doses sont généralement mises en ceuvre :
techniques de reconstitution numériques ou expérimentales, dosimétrie biologique sur des
prélevements de sang (aberrations chromosomiques), dosimétrie physique telle que
’activation neutronique sur des prélévements biologiques comme le sang ou les cheveux,
luminescence stimulée thermiquement sur des affaires personnelles et spectroscopie RPE
principalement sur des tissus osseux. Ces techniques complémentaires permettent de
caractériser la plupart des situations et des scénarios d’accidents radiologiques. L’institut de
Radioprotection et de Streté Nucléaire (IRSN) est réguliérement impliqué dans la gestion des
victimes d’irradiation, pour ’estimation des doses et également pour I’aspect thérapeutique. A
ce titre, il est sollicité en tant que support technique a la fois pour les autorités frangaises et
internationales (Autorité de Streté Nucléaire, Agence Internationale de I’Energie Atomique)
mais également pour les établissements de soins qui prennent en charges ces patients. L’ IRSN
a développé, au fil des années et sur la base de 1’expérience acquise, son plateau technique en
dosimétrie d’accident pour répondre autant que possible aux différentes situations. Ainsi, la
dosimétrie RPE est venue enrichir ce plateau technique au début des années 2000. Cette
technique a été adaptée aux besoins et spécificités des accidents radiologiques. Par exemple,
I’utilisation de la dosimétrie RPE en bande Q permet de minimiser la masse des prélévements
d’émail dentaire, ou d’os. Elle permet ¢galement 1’utilisation de nouveaux matériaux tels que
les verres des écrans tactiles des smartphones ou 1’investigation des ongles comme matériaux

dosimétriques.

L’étude des ongles répond a I’absence de technique permettant d’estimer les doses lors
d’irradiations localisées au niveau des mains qui est une typologie d’accident récurrente. Les
techniques de simulations numériques, notamment en cas de préhension en raison de la
grande complexité de la géométrie d’irradiation, sont difficilement utilisables. Il est possible

d’estimer les doses recues sur les tissus osseux récupérés aprés amputation, mais il s’agit
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autant que possible de fournir les estimations de doses au plus tot et ce, avant I’apparition des
signes cliniques. A ce titre, I’efficacité des stratégies thérapeutiques est d’autant plus élevée

que les traitements sont appliqués au plus tot.

Si Dutilisation des ongles en dosimétrie RPE présente de nombreux avantages,
I’analyse des spectres RPE n’en demeure pas moins extrémement complexe et de nombreux
paramétres influent sur la production et la stabilité des radicaux mesurés. A ce jour, il n’existe
qu'un seul protocole de dosimétrie RPE développé par I'IRSN en 2014 et qui a permis
d’estimer les doses recues par plusieurs victimes d’accidents radiologiques. Toutefois, ce
protocole ne permet pas 1’estimation des doses plus faibles notamment inférieures a 10 Gy.
Or, les Iésions radio-induites apparaissent pour des doses de 1’ordre du gray et on comprend
qu’un tel protocole constitue un besoin critique. Ainsi, un des objectifs principaux de cette
these de doctorat consiste a caractériser les signaux RPE des ongles, qu’ils soient endogenes
ou radio-induits, afin d’optimiser les procédures de dosimétrie par spectroscopie RPE voire

d’en proposer de nouvelles.

D’un point de vue plus opérationnel, les spectres RPE sont trés bruitées et les durées
de mesure relativement longues. De plus, les analyses spectrales sont généralement
opérateurs-dépendantes ce qui est trés problématique quand on souhaite obtenir des résultats
standardisés et reproductibles. Aussi, dans un souci de standardisation, d’abord au sein d’un
méme laboratoire puis, idéalement, a 1’échelle internationale, il est fondamental d’une part, de
réduire la contribution du bruit sur les signaux RPE radio-induits et d’autre part, de permettre
une extraction des variables d’intérét de maniére fiable, rapide et surtout, indépendante de
I’opérateur. Afin de rendre cette approche suffisamment robuste, un certain nombre
d’investigations sont encore nécessaires, notamment pour pallier les exigences en termes de

capacité de mesure et du délai des expertises.
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Contexte et objectifs du travail de thése

1 Les accidents impliquant les rayonnements ionisants

1.1  Un peu d’histoire

Les rayons X ont été découverts par le physicien allemand Wilhelm Rontgen en 1895
puis ont connu un véritable succes tant pour le diagnostic médical que pour la thérapie des
tumeurs cancéreuses (figure 1). Cet essor rapide et son usage massif se sont inévitablement
accompagnés des premiers signes cliniques d’effets secondaires liés a une surexposition a
I’égard des rayonnements ionisants, a savoir des radiodermites et des érythémes, sortes de
brilures cutanées [Koenig et al., 2001]. En ce sens, c’est en 1896 qu’apparait le premier cas

de radionécrose suite a une séance de radiologie a Chicago [Berlin, 2001].

Figure 1 : Premier cliché radiographique de la main Bertha Rontgen en 1895.

Image : wilhelmconradroentgen.de/en/about-roentgen (janvier 2018).

Les rayonnements peuvent étre classés en deux catégories selon leur nature et la
manicre dont ils réagissent avec la matiére. On oppose ainsi les rayonnements ionisants
(comme les rayons X) aux non ionisants (comme la lumiére visible). En ce qui concernent les

rayonnements ionisants, on distingue 1a encore deux groupes :
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* Les particules chargées telles que les électrons, les positrons, les particules alpha

(noyaux d’hélium), les protons et les ions lourds qui sont directement ionisantes ;

* Les particules non chargées telles que les neutrons et les photons (rayons y et X) qui
sont indirectement ionisantes. Les rayons y sont émis lors de la désintégration de
noyaux radioactifs alors que les rayons X sont générés soit par des transitions
¢électroniques, soit lors du ralentissement des électrons dans la matiére (rayonnement

de freinage dit Bremsstrahlung).

La plupart des accidents radiologiques font intervenir des rayonnements indirectement
ionisants, principalement des rayons gamma ou X [Coeytaux et al., 2015]. Seules les

interactions de ceux-ci avec la matiére seront donc précisées ici.

Lorsqu’un faisceau de rayons X ou y pénétre dans un milieu matériel, on constate une
diminution progressive de son intensité tout au long de son parcours. Ce phénomene
d’atténuation du faisceau a pour origine I’interaction des photons avec la matieére et plus
particulierement avec les électrons qui la constituent. L’énergie du photon incident peut-étre
soit partiellement, soit totalement absorbée par un des électrons du cortége qui acquiert en
conséquence de I’énergie lui permettant de se mouvoir. L’énergie cinétique acquise par
I’¢lectron se dissipe ensuite dans le milieu matériel en provoquant des ionisations selon des
mécanismes de collision ou de freinage avec les particules élémentaires de I’environnement.
Ce transfert d’énergie des ¢électrons mis en mouvement vers le milieu matériel est responsable

des conséquences radio-induites constatées dans les matériaux irradiés.

Les photons peuvent donc interagir directement avec les électrons, et plus rarement
avec les noyaux. Les effets des radiations sur la matiere biologique sont les résultats finaux
d’une succession de réactions physico-chimiques déclenchées par ces ionisations initiales et

qui conduisent a des dommages considérables aux molécules indispensables a la vie.
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1.2  Les accidents radiologiques

Les catastrophes nucléaires rencontrées jusqu’a aujourd’hui, aussi bien d’ordre
militaire avec, par exemple, la bombe atomique (Hiroshima et Nagasaki les 6 et 9 aotit 1945),
mais aussi d’ordre civil avec Tchernobyl (1986) et Fukushima (2011), ont fortement modifié
I’opinion publique au niveau de la perception des risques associés aux rayonnements ionisants
[Steinhauser et al., 2014]. Elle a toutefois évolué au fil des années en partie grace aux études
des conséquences sur le plan de la santé et de I’environnement mais également sur le plan
socio-économique. Par la suite, la maitrise des risques et notamment la radioprotection est
devenue un sujet majeur pour la sécurité des états et de leur population, notamment en cas
d’accidents nucléaires majeurs (figure 2). De plus, la multiplication des utilisations des
rayonnements ionisants, aussi bien dans le domaine militaire qu’industriel et médical, a
contribué a la nécessité de développer une expertise complexe pour maitriser et anticiper les

risques potentiels d’accidents.

Estimation des doses recues par
irradiation externe la premiére année
a partir des mesures US DOE/NNSA
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Figure 2 Carte des débits de dose émis par les dépdts radioactifs dans 1’environnement de la centrale de
Fukushima-Daiichi et des estimations de doses susceptibles d’étre regues par irradiation au bout de la premiére

année. Image : IRSN.
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D’apres les chiffres de 'UNSCEAR, depuis 1944, 417 accidents radiologiques se sont
produits impliquant 133 550 personnes dont 3 003 surexposées et conduisant a 127 déces
[UNSCEAR, 2017]. Attention tout de méme quant a I’interprétation de ces chiffres. En effet,
ils ne reflétent pas complétement la réalité puisque de nombreux accidents radiologiques ne
sont pas déclarés tels quels étant donné la difficulté a les diagnostiquer aussi bien au niveau

national qu’international.

1.3  Les différents types d’exposition

Un accident radiologique peut-étre difficile a identifier et il arrive méme parfois que
les victimes ne s’en rendent compte que plusieurs jours voire plusieurs semaines apres. Il
existe cependant quelques causes récurrentes qui peuvent mener a ce type d’accidents

résumées ci-dessous et dans le schéma 3 :

* Sources radioactives orphelines mal sécurisées et/ou non identifiées [Clairand et al.,
2006, IAEA, 1988];

* Perte accidentelle d’une source radioactive [TAEA, 2009] ;

* Dysfonctionnement d’installations industrielles d’irradiation [Huet et al., 2008, IAEA,
1996] ;

* Libération volontaire ou accidentelle de sources radioactives [Harrison et al., 2007,
IAEA 1988];

* Accidents de criticité [IAEA, 2001]. Ce type d’accident est relatif aux réactions de
fissions nucléaires en chaine non maitrisées et involontaires ;

* Mauvaise utilisation de dispositifs médicaux (radiologie, radiothérapie) [Trompier et

al., 2007, Rehani et al., 2006, Vlietstra, 2004, Koenig et al., 2001].

10
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I (ndustrielle (70%)
I e dicale (13%)
Irradiateur {7%)
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Ferte source radioactive {1%)

I nconnue (1%)

Figure 3 Origine des accidents radiologiques selon ’'UNSCEAR.

Une fois la nature de 1’accident radiologique identifiée, il est indispensable de mener

une investigation concernant le type d’exposition face aux rayonnements ionisants. S’agit-il

d’une exposition interne ou bien d’une exposition externe ? Ces deux types d’exposition sont

en effet bien différents :

L’exposition interne (concerne 15 % des cas) : elle fait suite a une inhalation ou une
ingestion de matiere radioactive. Dans ce cas, les rayonnements ionisants sont émis
depuis l’intérieur du corps de la victimeet I'irradie en continu tant que le
radionucléide n’est pas €liminé biologiquement ou n’a pas complétement décru. C’est
le cas, par exemple, de I’empoisonnement présumé de Litvinenko au polonium 210 en

Grande-Bretagne en 2006 [Rigollet et al., 2008] ;

L’exposition externe (concerne 85 % des cas reportés d’accidents) : ici, la source
d’irradiation est localisée a I’extérieur de la victime, dans son environnement proche.
Le lecteur intéressé pourra trouver quelques exemples dans le rapport de I'IRSN
datant de 2007 « Les accidents dus aux rayonnements ionisants » [Rapport IRSN-

2007/79-FR, 2007].

11
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Les irradiations externes sont, dans la majorité des cas (65 %), des irradiations
localisées, c’est-a-dire que la dose recue par la victime est concentrée spatialement sur une
partie de son corps [Lefaix et al., 1998]. Dans les 35 % des cas restants, les irradiations sont
dites « corps entier » et peuvent conduire au déces de la personne si les doses sont
suffisamment élevées (la dose létale' 50 est comprise entre 4 et 5 Gy), alors que pour des
irradiations trés localisées, les doses peuvent atteindre plus de 1 000 Gy sans pour autant
engager le pronostic vital de la victime [IAEA, 2009]. Dans le cas des irradiations localisées
aux mains, les victimes peuvent recevoir de fortes doses, parfois atteignant plusieurs dizaines

de grays (Figure 4).

Figure 4 Conséquences radio-induites au niveau des mains pour de fortes doses.

Image : emergency.cdc.gov (janvier 2018).

Il faut garder a D’esprit que le concept de dose est une donnée a manier avec
précaution. En effet, une dose est une quantité d’énergie absorbée par unité de masse. Ainsi,
une dose « corps entier » est moins indicative pour 1’équipe médicale que la dose totale
absorbée par un organe précis (qui, rappelons-le, posséde une radiosensibilité qui lui est
propre) ou bien qu’une dose en un point donné¢ notamment dans le cas d’irradiation
hétérogene ou localisée. La distribution de la dose chez la victime constitue donc une donnée

cruciale pour sa prise en charge médicale.

1 La dose létale 50 (DL 50) correspond a la dose de rayonnements ionisants absorbée par
I’organisme entier pour laquelle la probabilité de mourir dans les 60 jours suivant I’irradiation

et sans traitement médial est de 50 %.

12
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2 La dosimétrie rétrospective d’accidents

Afin de traiter efficacement une victime irradiée, il faut déterminer aussi rapidement et
précisément que possible la dose qu’elle a recue. Il est donc nécessaire d’acquérir les
informations relatives a 1’accident pour évaluer de maniere précise les dommages radio-
induits potentiels. Il faut mentionner que les effets ne sont pas toujours immédiats et que les
signes cliniques peuvent apparaitre tardivement ou méme disparaitre pour réapparaitre plus
tard. Ainsi, pour les brilures radiologiques cutanées par exemple, les premiers signes
apparaissent généralement 48 heures apres exposition puis disparaissent et réapparaissent
apres une phase dite silencieuse ou de latence de quelques jours au minimum et qui est
d’autant plus courte que la dose est élevée. Le niveau de dose n’est pas le seul paramétre a
avoir un impact sur la sévérité des effets : le fractionnement de celle-ci, son débit et la nature
du rayonnement ont également une forte influence. Ainsi, la stratégie thérapeutique repose sur

ces points essentiels :

* Quelle dose la victime a-t-elle regue ?

* Quelle est la distribution de celle-ci au sein de 1’organisme ?
* Quel est le type d’exposition ?

* Quelle est la nature des rayonnements ionisants ?

* Quand a-t-elle eu lieu ?

Il n’y a pas une technique de dosimétrie rétrospective ultime permettant de répondre a
ces questions, mais bien un ensemble complémentaire et de nature tres différente [Ainsbury et
al., 2011]. Leur mise en ceuvre dépend du type d’accident, du rayonnement, du délai apres
irradiation, de I’accés possible ou non au lieu de 1’accident et aux victimes, de la possibilité
d’avoir des prélévements biologiques ou les matériaux irradiés ainsi que de la connaissance

précise des circonstances de 1’accident.

13
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2.1 L’observation clinique

La dosimétrie clinique repose sur I’examen de la victime irradiée. Il est nécessaire
d’obtenir le plus d’informations possibles concernant les circonstances de 1’accident et de
repérer les signes cliniques de la victime. Le diagnostic de la sévérité de I’irradiation s’appuie
sur I’observation de la nature, la précocité et I’intensité des symptomes visibles ainsi que leur
¢volution dans le temps. Les symptomes d’irradiation aigu€ se manifestent généralement

selon plusieurs phases.

La premiére phase, dite prodromique, dure de quelques heures a quelques jours et se
manifeste par des diarrhées, des vomissements, une anorexie passagére, et des érythémes.
S’ensuit une période de latence de quelques jours d’autant plus courte que la dose recue est
¢levée. Enfin, la phase aigu€ apparait et se manifeste par un vaste spectre de symptomes qui
peuvent mener au déceés de la victime. Les symptomes les plus fréquents sont liés a des
troubles hématopoiétiques (production de cellules sanguines), gastro-intestinaux,
neurologiques, cutanés, respiratoires et cérébraux. La méthode METREPOL [Fliedner et al.,
2001] permet, en classifiant et en pondérant les différents indicateurs des atteintes aux
systémes précédemment cités, d’évaluer le degré de gravité de I’irradiation (faible, modérée,

sévere, fatale).

Dorénavant, il est conseillé d’intervenir médicalement au plus tot, sans attendre le
développement des signes cliniques (Consensus sur la stratégie thérapeutique des irradiations
accidentelles les 6 et 7 mai 2003 aux Vaulx-de-Cernay). En effet, il est préférable d’éviter
I’apparition des effets radio-induits et de traiter préventivement la victime que d’essayer de
traiter les symptomes tardivement. Le role de la dosimétrie d’accident dans la prise en charge
médicale a ainsi été modifi¢. Maintenant, la dosimétrie d’accident est utilisée au plus tot pour
prédire les effets et les traiter sans tarder (parfois avant méme leur apparition) augmentant
ainsi les chances de succes des thérapies. Ces techniques de dosimétrie d’accident sont basées
sur des techniques d’analyses biologiques ou physiques de prélévements réalisés sur la

victime ou dans son environnement au moment de 1’accident.

14
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2.2 La dosimétrie biologique

En ce qui concerne la dosimétrie biologique, les techniques de cytogénétique sont les
plus performantes et, en conséquence, les plus répandues a 1’échelle internationale. La
technique de référence est basée sur le dénombrement des aberrations chromosomiques,
notamment les chromosomes dicentriques dans les lymphocytes. L’ origine de ce phénomene
est I’échange de matériel entre deux chromosomes a la suite d’une exposition aux
rayonnements ionisants (figure 5). Cette technique a fait 1’objet d’une standardisation par
I’ISO et est actuellement utilisée en routine a I’'IRSN et dans de nombreux autres laboratoires

internationaux [Roy et al., 2007, Coleman et al., 2003].

Dans le but de répondre aux besoins dosimétriques spécifiques aux différents types de
scénarios d’accidents (exposition ancienne, tri de population...), d’autres techniques de
dosimétrie biologique sont en cours de développement et d’optimisation telles que les
techniques de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), le CBM (Cytokinesis Block
Micronucleus) et le PCC (Premature Chromosome Condensation). De nombreux travaux sont
¢galement menés avec des techniques de génétique (mutations somatiques et expression des
genes) et d’analyses de protéines (y-H2AX, CReactive Protein...). Plusieurs revues détaillées
comparent ces différentes techniques avec a la fois leurs points forts et leurs points faibles
mais €galement leurs caractéristiques propres [Ainsbury et al., 2011, Fattibene et al., 2009,

Alexander et al., 2007].

Cassure induite par
Rayonnement l'irradiation
ionisant .

il s
ii HH BT
Dicentrique Translocation Echange
et fragment complexe

Figure 5 Echange de matériel entre deux chromosomes a la suite d’une exposition aux rayonnements ionisants.

Image : IRSN.
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L’ensemble de ces techniques de dosimétrie biologique ne permettent pas de calculer
précisément la dose en un point de 1’organisme ou regue par un organe précis mais permettent
d’estimer la dose dans le sang circulant qui peut étre assimilée a la dose moyenne regue par
I’organisme [Tucker et al., 2008, Sasaki et al., 1968]. D’autres techniques telles que les
reconstitutions numériques ou la dosimétrie physique peuvent étre utilisées pour pallier ce

manque d’information.

2.3 Lareconstitution d’accident

I1 est également possible d’estimer de maniére fiable la distribution de la dose au sein
de ’organisme ou dans les organes cibles de la victime irradiée en utilisant des techniques
dites de reconstitutions dosimétriques. Le principe est simple : reproduire le plus fidélement
possible I’accident radiologique soit expérimentalement en laboratoire ou in situ, soit par des
simulations numériques en utilisant des codes de calculs de transports de particules. En ce qui
concerne les techniques expérimentales, il s’agit d’irradier dans des conditions aussi proches
que possible de celles de 1’accident, des fantomes (soit du corps entier, soit d’une partie
spécifique) réalisés dans des matériaux dits « équivalents tissus » (par leur composition
chimique), qui sont anatomiquement similaires a la victime et qui sont dotés de dosimétres

actifs ou passifs permettant I’estimation des doses recues aux points stratégiques (figure 6).

Figure 6 Fantdme anthropomorphe équivalent tissu de type Alderson Rando. Ce fantdme est constitu¢ de
tranches et peut étre rempli de dosimétres thermoluminescents (TLD) ou radio-photoluminescents (RPL)

permettant une cartographie de la dose. Image : IRSN.
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Il est parfois trés compliqué de reproduire expérimentalement les conditions d’un
accident radiologique par manque de moyens (sources radioactives, fantomes...). C’est la
raison pour laquelle il est souvent plus simple de le reproduire numériquement en mettant en
ceuvre des codes de calculs qui simulent le transport des particules et les dépots d’énergie
dans la matiére (figure 7). Ces codes de calculs sont basés la plupart du temps sur la méthode
Monte Carlo [Binder et al., 1986] et des fantomes numériques sont utilisés pour modéliser la
victime et ses différents organes. Ces fantdmes numériques sont soit élaborés a 1’aide
d’équations mathématiques qui délimitent le volume des organes (fantdbmes mathématiques)
soit reconstitués a partir d’images d’examens tomodensitométriques ou IRM par segmentation
en voxels (fantdmes voxelisés) [Sarrut et al., 2014, Kramer et al., 2003]. Si ces techniques de
reconstitution d’accident sont puissantes par I’estimation précise des doses regcues aux organes
cibles, elles nécessitent une trés bonne connaissance des circonstances de ’accident et il est
impératif de connaitre les moindres détails qui peuvent avoir un impact crucial quant aux

doses estimées [Franck et al., 2006].

Figure 7 Représentation en 3-dimensions d’un fantdme voxelisé (gauche), d’un fantome mathématique (centre)
et illustration d’une modélisation 3D d’une géométrie d’irradiation (droite). Image : IRSN.

En régle générale, il est assez compliqué de reproduire fidélement par I’expérience un
accident radiologique et 1’approche expérimentale reste rarement utilisée au profit des
techniques numériques. Néanmoins, dans certains cas, par exemple si I’installation ou les
évenements successifs sont trop complexes pour étre simulés, cette approche expérimentale
peut étre préférée. En pratique, méme si les témoignages sont recueillis rapidement, il est
souvent difficile de disposer d’une description compléte et précise de ’accident. Les points

cruciaux que sont les durées d’exposition et la distance entre la source et la victime ne sont
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souvent pas connus ce qui constitue une limite quant a ces techniques de dosimétrie. Toujours
est-il, les données d’entrée utilisées pour la reconstitution numérique ne tiennent pas
seulement compte des témoignages mais également des paramétres physiques et accessibles
de DI’exposition (tels que Dl’activité de la source radioactive et la présence d’écrans de
protection), de 1’apparition des signes cliniques chez la victime et des résultats de la
dosimétrie biologique ou physique. Ces techniques de reconstitution dosimétriques d’accident
qu’elles soient expérimentales ou numériques, sont utilisées en routine a I’[RSN en cas

d’accident [Huet et al., 2009, Huet et al., 2008, Huet et al., 2007].
2.4 La dosimétrie physique

Plusieurs techniques de dosimétrie rétrospective physique existent et sont
opérationnelles pour doser les rayonnements ionisants dans le cas d’accidents radiologiques.
Les outils physiques mis en jeu sont divers et variés tels que la spectroscopie de résonance
paramagnétique électronique (RPE) [Marciniak et al., 2016, Trompier, 2014, Fattibene et al.,
2010, Schauer et al., 1994, Desrosiers et al., 1991, Ikeya et al., 1984], la luminescence
stimulée thermiquement (TL) [Azorin-Nieto, 1990, Horowitz et al., 1981] ou optiquement
(OSL) [Woda & Spéttl., 2009, Yukihara et al., 2008], ou bien encore 1’activation neutronique

dans le cas spécifique d’une irradiation par un faisceau de neutrons [Delafield et al., 1988].

Contrairement a la dosimétrie biologique qui renseigne sur la dose moyenne regue par
I’organisme, la dosimétrie physique permet de mesurer de manicre absolue une dose en un
volume spécifique sur des prélévements biologiques de la victime par exemple. Ainsi, il est
possible d’estimer des doses a partir d’émail dentaire ou de tissus osseux via la spectroscopie
RPE, d’une prothése dentaire par le biais de la thermoluminescence ou bien de cheveux ou du
sang grace a la spectroscopie gamma suite a une irradiation avec une composante
neutronique. Il est également possible d’utiliser des objets et matériaux directement récupérés
dans I’environnement proche de la victime tels que des verres de montres, des médicaments
ou des confiseries (spectroscopie RPE), de la céramique (TL) ou encore des pieces de
monnaie activées par les neutrons (spectrométrie gamma) [Trompier et al 2009]. 1l existe ainsi
un trés large I’éventail de matériaux potentiellement utilisables pour effectuer une dosimétrie

d’accident, notamment par spectroscopie RPE.
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3 La spectroscopie de résonance paramagnétique

électronique (RPE) : un outil de choix

La spectroscopie de résonance paramagnétique €lectronique (RPE) est une technique
spectroscopique qui permet d’observer 1’absorption d’une micro-onde par des systémes
paramagnétiques lorsqu’ils sont soumis a un champ magnétique intense et de quantifier leur
concentration [Sorin et al., 1973, Bertrand, 2010]. Nous allons voir ici succinctement les
différents domaines ot I’on peut retrouver ce puissant outil ainsi que son précieux apport dans

la discipline de la dosimétrie des rayonnements ionisants.

On pourrait dire familiérement que la spectroscopie RPE est la sceur ainée de la
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN). C’est une méthode d’analyse
spectrale qui emploie des champs magnétiques de ['ordre du tesla et des ondes
¢lectromagnétiques dans la gamme de fréquence entre 1 GHz et 500 GHz (micro-ondes).
Cette technique permet d’étudier des matériaux et molécules paramagnétiques (radicaux
libres, complexes de métaux de transition, ions...) et d’obtenir de précieuses informations
concernant leur structure et leur environnement chimique. Avant de développer les différents
domaines d’application de la spectroscopie RPE, rappelons ici quelques éléments d’histoire

intéressants qui peuvent étre résumées en 3 phases :

1. De 1945 a 1955 : Le physicien Zavoisky publie un rapport dans une revue soviétique
sur la premiere observation réussie d’un spectre d’absorption RPE. Sur la base de cet
article, les physiciens du laboratoire Clarendon a Oxford s’intéressent au sujet, ménent
des études complémentaires puis posent les jalons théoriques et expérimentaux de
cette nouvelle technique de spectroscopie. Commence alors une période de 10 ans qui

marque le début de cette discipline innovante ;
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2. De 1960 a 1970 : C’est au tour des chimistes de s’intéresser au phénomene RPE ce qui
entraine une explosion des activités de recherche dans ce domaine. Au cours de ces

années, les bases de la chimie quantique ont commencé a étre développées.

3. De 1980 a aujourd’hui : la spectroscopie RPE n’a cessé de se développer au cours de
ces dernie¢res décennies dans des domaines de recherche aussi diverses que variés,
allant de la physique a la chimie, en passant par les sciences de la vie et de la terre, la
biologie mais aussi de I’environnement, de I’agronomie et de la santé. Ces différentes
thématiques de recherches ont conduit a une augmentation croissante de I’utilisation
de spectrometres RPE dans le monde de la recherche ainsi que du nombre de

publications dans diverses revues scientifiques (figure 8).
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Figure 8 Nombre de publications dans le domaine de la spectroscopie RPE depuis 1965.

Source : https://www.scopus.com/ (janvier 2018).
3.1 Les différents domaines d’application de la spectroscopie RPE

Selon la nature des entités paramagnétiques étudiées, différentes thématiques de
recherche ont pu émerger. Je ne liste ici qu'une infime partie de ces thématiques parmi la
multitude existante simplement pour montrer le vif intérét que portent les scientifiques a
I’égard de cette technique. Toutefois, le lecteur intéressé pourra se référer au livre tres
complet de Patrick Bertrand [Bertrand, 2014] qui fait office de synthése concernant les

applications de la spectroscopie RPE dans le monde de la recherche.
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En biologie par exemple, les métaux de transition font 1’objet de recherches en
spectroscopie RPE et peuvent aboutir a des applications directes en médecine. C’est
notamment le cas de I’imagerie par résonance magnétique (IRM) avec la caractérisation et le
développement d’agents de contrastes de type Gd** [Danhier et al., 2015] ou dans le cadre
d’études visant a améliorer la compréhension des maladies neurodégénératives (Alzheimer,
Creutzfeldt-Jakob) [Hureau et al., 2012] et donc de mieux les appréhender. De méme, dans les
sciences de la vie et de la terre, le dosage des ions de transitions caractéristiques des impuretés
présentes dans les minéraux argileux permet d’obtenir de précieuses informations concernant
leurs conditions de formation [Komusinski et al., 1981]. Enfin, des avancées considérables sur
les structures et les propriétés rédox de certaines enzymes d’oxydo-réduction ont pu étre
obtenues par I’étude RPE de leurs complexes d’ions de transitions paramagnétiques [Guo et

al., 2007, Bertrand et al., 2013].

A Dlinstar des métaux et ions de transitions, les radicaux libres sont également
largement étudiés en spectroscopie RPE et les thématiques de recherche n’en demeurent pas
moins tres diversifiées. Dans le domaine des sciences de la vie et de la terre, par exemple, le
tracage de la matiére organique dans les sols est alors rendue possible et permet leur
différenciation [Schnitzer et al., 1972]. Il est également possible d’obtenir des informations
structurelles de protéines en solution par I’intermédiaire de greffe de radicaux libres bien
connus, généralement des radicaux nitroxydes [Griffith & McConnel, 1966, Morin et al.,

2006, Belle et al., 2010].

Cependant, dans le cadre de ce sujet de thése, la thématique de recherche qui nous
intéresse est la dosimétrie des rayonnements ionisants par spectroscopie RPE et porte sur la
quantification des radicaux libres générés lors de I’irradiation. La encore, on retrouve une

multitude de thématiques de recherche.
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3.2 L’apport de la spectroscopie RPE en dosimétrie

La spectroscopie RPE est utilisée en dosimétrie des rayonnements ionisants dans le
but d’analyser un effet permanent radio-induit, qu’il soit biologique ou physique, dans un
matériau donné. Par exemple, dans le domaine agroalimentaire, certains aliments (Iégumes,
fruits, viandes...) sont irradiés a des fins de stérilisation et la quantification des radicaux libres
radio-induits permet 1’identification des aliments irradiés qui n’auraient pas été étiquetés
comme tels [Nakagawa et al., 2017, Chauhan et al., 2009]. De méme, a I’instar de la datation
archéologique par le carbone 14, il est également possible d’estimer 1’dge de certains
minéraux ou de fossiles a I’aide de la spectroscopie RPE [Hennig et al., 1983]. Le principe
repose sur la quantification des entités paramagnétiques générées dans les minéraux par la
radioactivité naturelle et du débit de dose des éléments radioactifs présents dans son
environnement proche lors de son prélévement. Enfin, la quantification des radicaux libres
radio-induits a un intérét tout particulier dans le domaine de la radioprotection de I’homme.
Qu’il s’agisse d’accidents radiologiques lors de mauvais contréles de routine, ou d’actes de
malveillance par ’'usage de substances radioactives, il est crucial d’estimer les doses recues

par les victimes et ce, le plus rapidement possible afin qu’elles bénéficient de soins adaptés.

Un point remarquable de cette technique associée aux accidents radiologiques est sa
capacité a mesurer localement une dose contrairement aux techniques de cytogénétique par
exemple qui permettent d’obtenir une dose moyenne regue par 1’organisme de la victime
irradiée. En ce sens, la dosimétrie RPE est basée sur la quantification des effets radio-induits
dans les tissus humains tels que I’émail dentaire, les tissus osseux et les phaneres [Ciesielski
et al., 2016, Romanyukha et al., 2014, Baffa et al., 2014, Ciesielski et al., 2011, Trompier et
al., 2007, Ciesielski et al., 2007, Skvortsov et al., 2000, Souchkevitch et al., 1996]. Ces effets
radio-induits se retrouvent sous une forme stable de radicaux libres et leur concentration varie
en proportion avec la dose absorbée. Cette méthode d’analyse est applicable dans notre
domaine d’expertise puisque les radicaux radio-induits sont a la fois stables dans le temps
dans les tissus humains et leur nature est spécifique a I’irradiation. De plus, ces entités
paramagnétiques ne sont pas affectées par d’autres effets physiques, chimiques ou biologiques

tels que des chocs, brilures, toxines ou infections.
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I1 est important de rappeler que pour qu’un matériau soit éligible a une dosimétrie par
spectroscopie RPE, il doit étre radiosensible (création de radicaux spécifiques aux
rayonnements ionisants) et le signal radio-induit doit étre suffisamment intense et stable sur
une période relativement longue pour pouvoir €étre mesuré et ce, méme plusieurs mois apres
I’accident. De précédentes études ont montré la robustesse de la dosimétrie RPE sur I’étude
des doses regues par la population lors de I’accident de Tchernobyl (RPE basée sur 1’émail
dentaire) [Souchkevitch et al., 1996], sur des patients traités en radiothérapie (RPE basée sur
les tissus osseux et les dents) [Trompier et al., 2007] mais également sur des personnes
fortuitement entrées en contact avec une source radioactive (RPE basée sur les dents, les
tissus osseux et les ongles) [Trompier et al., 2014]. La précision et la fiabilit¢ de cette
méthode justifient le nombre croissant d’articles publiés dans ce domaine comme le montre la
figure 9 ou I’on constate clairement que des éveénements majeurs tels que 1’accident de
Tchernobyl en 1986 ou encore la possibilité accrue d’un terrorisme radiologique ont contribué
a ce développement. De nombreux matériaux dosimeétres potentiels provenant soit de la
victime, soit de son environnement proche, ont d’ores et déja été étudiés et sont répertoriés

dans le tableau 1.

250

Fleurus, Fukushima,

Belgique, 2006 Japon, 2011
200 F 181 T
159
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Tchernobyle,
Ukraine, 1986
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0 1 1 1
1980 a 2000 2000 a 2010 2010 a janvier 2018

Figure 9 Nombre de publications dans le domaine de la dosimétrie RPE depuis 1980.

Source : https://www.scopus.com/ (janvier 2018).
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Tableau 1: Liste des différents matériaux potentiellement utilisables en dosimétrie RPE qui proviennent soit de
I’environnement proche de la victime (matériaux inertes), soit d’elle-méme (matériaux biologiques). Le symbole

« - » signifie « aucune information dans la littérature ». Sources : Trompier et al., (2009) et Herve et al., (2006).

Stabilité du

Domaine de linéarité Radicaux

Matériau

signal radio-

de dose (Gy) UV-induits
induit (20 °C)

Email dentaire 102 a 10 Oui Stable
Matériaux Os 5.10"a 30 Non Stable
biologiques Cheveux Non linéaire Oui Instable
Ongles 5a100 - Instable
Coton 10a10* - Instable

Laine Peu radiosensible Oui -
Cuir 10a 150 - Instable
Matériaux Bois 10a 150 - Instable
inertes Carte de crédit 102150 Oui Instable
Sucre 5.10"a75 Oui Instable
Verre 5.10"a 100 Oui Instable
Plastique Dépend de sa nature Oui Instable

3.3 L’évolution de la dosimétrie RPE

Les débuts de la dosimétrie RPE datent du milieu du 20e siécle lorsque les premiers
signaux d’acides aminés, de protéines, et de tissus osseux irradiés ont été enregistrés par
Gordy et al., (1958). Quelques années plus tard, Bradshaw et al., (1962) ont publi¢ des
résultats liés au domaine de la dosimétrie RPE et axés sur 1’alanine. Ce matériau a gagné en
popularité notamment depuis les travaux publiés au début des années 80 par Regulla et al.,
(1982) et il figure depuis parmi les dosimétres RPE les plus fiables et les plus radiosensibles.
Les dosimetres d’alanine sont commercialisés sous forme de petites pastilles ou de batonnets
et sont trés largement utilisés dans divers domaines tels que 1’industrie, la médecine et la

recherche (figure 10). En métrologie d’ailleurs, les industriels ont trés souvent recours a ce
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type de dosimetres réputés pour la relation linéaire entre la quantité de radicaux libres radio-

induits et la dose absorbée [Desrosiers, 2014].

Figure 10 Dosimétre alanine utilisé en spectroscopie RPE. Image : IRSN.

En 1965, Swartz a montré, sur la base de ses expériences portant sur des rats irradiés,
que les mesures RPE de petits morceaux d’os permettent d’estimer, rétrospectivement, la dose
absorbée de rayonnements ionisants [Swartz et al., 1965]. La premiére observation de signaux
RPE dans des dents irradiées a été rapportée par Cole et Silver, (1963). L’utilisation des
signaux RPE radio-induits dans les dents a des fins dosimétriques a finalement été proposée
par Brady et al., (1968). Actuellement, 1’émail dentaire est considéré par la communauté des
dosimétristes RPE comme le meilleur matériau dosimetre biologique. Ses principaux
avantages sont la possibilité¢ de détecter de tres faibles doses (20 - 50 mGy) et la stabilité a
trés long terme des radicaux CO;™ radio-induits. En effet, les radicaux formés sont tres stables
(sur plusieurs dizaines d’années) dans des conditions in-vivo et étant donné que 1’émail
dentaire est un matériau inerte, la dose mesurée correspond a la dose totale cumulée. Il a ainsi
été possible d’estimer des doses pour les survivants d’Hiroshima et de Nagasaki, plusieurs
décennies apres leur exposition [Ikeya et al., 1993 & 1984] ou pour les populations ayant
résidé dans les territoires contaminés suite a I’accident de Tchernobyl [Ivannikov et al., 2004].
Dans des conditions ex-vivo, la demi-vie des radicaux dans I’émail a été estimée a 107 années
a 25 °C, ce qui constitue un véritable atout notamment pour I’utilisation des techniques RPE
dans la datation archéologique [Kerber et al., 2011, Fattibene et al., 2010, Skvortzov et al.,
1995, Schwarcz et al., 1994].

25



Contexte et objectifs du travail de thése

Les os étant un tissu vivant en constante évolution, il est difficile d’estimer le taux de
perte des radicaux da a I’activité permanente de renouvellement tissulaire. En condition ex-
vivo, les radicaux formés dans les tissus osseux sont considérés comme trés stables et sont
¢galement utilisés en datation. Cependant, les limites de détection pour les os sont bien plus
élevées que pour I’émail (de ’ordre de quelques Gy). Toutefois, si ’on regarde la littérature,
ce sont bien les tissus osseux qui ont été les plus souvent utilisés pour 1’estimation de dose en
cas d’irradiation accidentelle. Cependant, il est généralement compliqué de réaliser des
prélévements sur une personne souffrant d’un syndrome d’irradiation aigué€. Ainsi, I’acte de
dosimétrie RPE a souvent été réalisée sur prélévements osseux issus des déchets opératoires
notamment aprés amputation. De ce fait, les doses estimées permettaient soit de confirmer le
niveau d’exposition, soit d’évaluer la dose au niveau de la coupe et de prédire 1’apparition

d’éventuelles complications radio-induites tardives.

La limitation majeure de la dosimétrie RPE sur les matériaux biologiques réside
notamment dans le caractére invasif de la collecte des échantillons (qui n’est d’ailleurs pas
toujours réalisable). C’est pourquoi I’IRSN a développé des techniques de dosimétrie utilisant
la spectroscopie RPE en bande Q (cet aspect sera détaillé dans le chapitre « III Etat de ’art en
spectroscopie RPE des ongles »), ce qui permet de mesurer avec une plus grande sensibilité
des échantillons de faibles masses, permettant ainsi de minimiser la taille des prélévements.
Ainsi, des échantillons de seulement quelques milligrammes sont suffisants, ce qui a permis a
I’IRSN de réaliser une dizaine d’expertises depuis 2011 sur de I’émail dentaire. Ces expertises
auraient été impossibles a mener avec la technique classique utilisant la spectroscopie RPE
conventionnelle en bande X. Il a également été possible de déterminer des gradients de dose,
en bande Q, sur des prélévements de phalanges amputées alors qu’en bande X, I’intégralité de

la phalange aurait été nécessaire et n’aurait permis d’estimer qu’une dose moyenne.

L’utilisation de spectrométres RPE en bande Q en dosimétrie étant trés peu répandue,
de nombreux chercheurs ont étudi¢ des méthodes basées sur des mesures d’échantillons
biologiques plus accessibles, comme les cheveux ou les ongles par exemple et qui pourraient
étre utilisés plus facilement en cas d’accident. Ce dernier point explique notamment I’intérét

croissant des chercheurs a I’égard de la potentialité de ces matériaux en tant que potentiels

26



Contexte et objectifs du travail de thése

bio-dosimetres. De plus, en considérant I’utilisation de la bande Q pour la mesure des ongles,
il est possible d’obtenir une cartographie de la dose aux extrémités car les masses requises
sont bien plus faibles qu’en bande X. Des premicres tentatives réussies de dosimétriec RPE
rétrospective sur les ongles ont d’ores et déja été publiées [Trompier et al.,, 2014,
Romanyukha et al., 2014], mais les protocoles utilisés restent trés expérimentaux et doivent
étre améliorés. De plus, les méthodes mises au point sont, pour le moment, limitées aux doses
supérieures a 10 Gy. D’autres approches pourraient étre développées pour permettre d’estimer
de plus faibles doses de 1’ordre du gray. Les ongles seront décrits histologiquement et
biologiquement dans le chapitre suivant. Il en sera de méme pour les signaux RPE qui leur

sont associés.

Le caractére non-invasif du prélévement des échantillons d’ongles présente un avantage
indéniable qui explique D’intérét des chercheurs pour une potentielle application
dosimétrique, et qui justifie la poursuite des études dans ce domaine. Le développement
d’une méthode optimisée, fiable et robuste de dosimétrie rétrospective sur les ongles

constitue un véritable défi que nous tentons de relever.
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4 L’application de la spectroscopie RPE sur les ongles

4.1 L’étude des ongles en spectroscopie RPE

Si I’utilisation des ongles en dosimétrie RPE présente de nombreux avantages (facilité
de prélevement, cartographie de la dose aux extrémités), 1’analyse des spectres RPE n’en
demeure pas moins complexe et de nombreux parameétres influent sur la production et la
stabilité¢ des radicaux mesurés. L’objet de cette partie est d’illustrer cette complexité avec une
approche volontairement simplifiée pour que le lecteur puisse intégrer la problématique du
sujet sans pour autant maitriser les bases de la spectroscopie RPE. Une caractérisation
spectrale plus détaillée de ’ensemble des signaux observables dans les ongles sera présentée

dans le chapitre suivant.

Un spectre RPE d’un ongle irradié et fraichement prélevé chez un individu présente

une multitude de signaux superposés les uns aux autres et dont les mécanismes de formation

different (figure 11).

4 signaux
mecaniguement induits
(MIS1aMIS4)
_ n
/ Stress
Q‘ﬂ*/ | mécanique
A
1 signal Mesure ” N 1 signal
intrinséque (BKS) in-vivo ol / F W intrinséque (BKS)
— § .

N\ /
7 Traitement Signaux parasites

Signaux parasites \
(an“, Fe3+) \ \ \ a |ieau (an“, Fe3+)
Exposition
rayonnements l

ionisants

5 signaux radio induits
(RIS1aRIS5)

Figure 11 Origine des signaux RPE observables dans les ongles.
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Voyons ici une liste non exhaustive de I’ensemble des signaux potentiellement observables :

* Un signal intrinséque ou endogéne. Dans la littérature, ce signal est nommé
« Background Signal » ou BKS [Trompier et al., 2014]. Cependant, la nature
radicalaire du signal endogene reste encore indéterminée. Le BKS est thermiquement
stable et il présente également une spécificité qui lui est propre et qui demeure rare en
spectroscopie RPE : son intensit¢ est minimale aprés humidification dans [’eau
distillée puis elle augmente d’un facteur 2 a 3 au cours des jours suivants et ce, de
maniere reproductible [Zhang et al., 2016, Reyes et al., 2008]. Les disparités
concernant la hausse de ce signal seraient liées aux propriétés intrinséques des ongles
telles que la variabilité inter-individu de la composition biochimique, la taille des

échantillons, ’humidité intrinséque... ;

*  Quatre signaux mécaniquement induits. Dans la littérature, la nomenclature utilisée
est MIS pour « Mechanichal Induced Signals » [Trompier et al., 2014]. L’ensemble de
ces signaux sont instables et assujettis a une forte décroissante en intensité au cours
du temps [Trompier et al., 2014, Wilcox et al., 2010, Reyes et al., 2008, Sevilla et al.,
1987, 1988]. Ces signaux ne constituent pas de probléme majeur en dosimétrie RPE
puisqu’un simple traitement des échantillons dans de 1’eau distillée suffit pour les

¢éliminer ;

* Cinq signaux radio-induits, nommés « Radio Induced Signals » ou RIS dans la
littérature [Trompier et al., 2014]. L’apparition de ces signaux dépend de la dose
absorbée par 1’échantillon et dans la gamme de dose qui nous intéresse, a savoir entre
0 et 100 Gy, seuls deux signaux sont observables : le RIS 2 et 5. L’ensemble de ces
signaux sont instables et également assujettis a une forte décroissance en intensité au
cours du temps hormis le RIS 5 qui est stable est résistant a I’eau. Il est important de
préciser qu’a I’instar du signal endogene, 1’origine radicalaire du RIS 5 est encore

indéterminée ;
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* Plusieurs signaux parasites intrinseques qui ne sont pas générés par les
mécanismes de stress mécanique ou d’irradiation cités précédemment [Trompier,
2012]. Parmi ces signaux, on retrouve principalement du manganése sous forme Mn*",
du fer Fe*" mais également d’autres éléments sous forme de traces tels que le cuivre et
le nickel. Les intensités spectrales relatives a ces ¢léments différent néanmoins d’un
individu a I’autre et ne présentent pas d’intérét majeur dans le cadre de la dosimétrie
RPE des ongles si ce n’est le manganése qui pourrait jouer le role d’étalon interne

pour la caractérisation des facteurs g qui seront définis dans le chapitre suivant.

Ainsi, le spectre RPE d’un échantillon d’ongle fraichement prélevé et irradié présente
une multitude de signaux dont la plupart sont instables. En revanche, pour s’affranchir de
cette complexité spectrale, un simple pré-traitement des ongles dans de I’eau distillée est
suffisant pour isoler les composantes stables, a savoir le signal endogeéne (BKS) et le signal

radio-induit stable (RIS 5) comme le montre le schéma 12.

RIS 1 4
RIS 3 MIS 1
B RIS 2 ey
MIS 3
MIS 2 BKS .
RIS 5 Traitement
3+ A |/
Fe RIS 4 al’eau
MIS 4
Préléevement d’un ongle irradié Deux signaux superposés
+10 signaux superposés Mémes caractéristiques spectrales

Figure 12 Impact de 1’eau distillée sur les signaux RPE observables dans les ongles.
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La problématique réside dans le fait qu’une fois les signaux instables éliminés, le
spectre RPE résultant est composé de deux signaux RPE superposés ayant des caractéristiques
spectrales identiques mais dont la nature des radicaux n’est pas établie et dont les processus
de formation différent : le signal endogene (BKS) fortement variable en intensité, et un signal
radio-induit stable (RIS 5) dont I'intensité est trés faible par rapport a celle du BKS. Par
conséquent, un des enjeux de cette thése réside dans la caractérisation des entités
paramagnétiques associées a ces signaux afin de développer des méthodes de discrimination
des différentes composantes du spectre pour permettre 1’extraction de I’information

dosimétrique.

Toujours est-il, de nombreux protocoles en dosimétrie RPE ont tout de méme vu le
jour au cours de ces 10 dernic¢res années [Sholom et al., 2016, Choi et al., 2014, Trompier et
al., 2014, Romanyukha et al., 2014, He et al., 2014, Trompier et al., 2007]. Parmi ’ensemble
de ces protocoles, la plupart utilisent la composante instable du signal radio-induit, le RIS 2.
Seulement, étant donné qu’un simple lavage des mains de la victime suffit pour éliminer ce
signal, on comprend que 1’application de tels protocoles n’est malheureusement pas réalisable

en situation réelle d’accident radiologique.

A ce jour, il n’existe qu’un seul protocole de dosimétric RPE basé sur la
composante radio-induite stable, le RIS 5, développé par 'IRSN en 2014 [Trompier et
al.,, 2014] et qui a permis d’estimer les doses recues par six victimes d’accidents
radiologiques (Tunisie en 2008, Gabon en 2010, USA en 2011 et Pérou en 2012)
[Trompier et al., 2014]. Ce protocole de dosimétrie RPE permet I’estimation de fortes doses,
généralement plusieurs dizaines de grays et ce, en plusieurs jours ce qui constitue une de ses
limites. De plus, a ce jour, aucun protocole robuste ne permet d’estimer de plus faibles doses,

typiquement entre 0 et 10 Gy.

31



Contexte et objectifs du travail de thése

En résumé, dans I’intervalle de dose qui nous intéresse, a savoir entre 0 et 100 grays, de

nombreux signaux RPE se superposent :

* Un signal endogeéne (BKS) dont I'intensit¢ semble liée au taux d’humidité de

I’échantillon d’ongle ;

* Quatre signaux mécaniquement induits (MIS 1 a MIS 4) qui ne constituent pas
réellement de probleme en dosimétrie RPE puisqu’un simple traitement des

échantillons dans de 1’eau permet de les éliminer ;

* Un signal radio-induit (RIS 2) trés intense mais instable et dont 1’intensité décroit tres
rapidement dans le temps si I’échantillon est conservé a I’air libre. De plus, un simple

lavage des mains de la victime est suffisant pour 1’éliminer ;

* Un signal radio-induit (RIS 5) de faible intensité mais qui est résistant a I’eau et dont

I’information dosimétrique est pérenne dans le temps ;

Ainsi, le probléme majeur de la dosimétrie RPE des ongles réside dans le fait que I’ensemble
de ces signaux se superposent et que les protocoles génériques de dosimétrie ne sont pas

applicables.

Cependant, I’IRSN a développé en 2014 un protocole de dosimétrie RPE original basé sur le
signal radio-induit RIS 5 et qui a permis d’estimer les doses regues par trois victimes
d’accident radiologique [Trompier et al., 2014]. Ce protocole permet 1’estimation des fortes
doses, plusieurs dizaines de grays, mais est incompatible avec les plus faibles comprises
entre 0 et 10 Gy. Toutefois, les délais d’expertise étant relativement longs, il est nécessaire

d’optimiser ce protocole et de la valider.
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4.2  Les difficultés liées a I’analyse des spectres RPE des ongles

Lorsqu’on fait 1’acquisition d’un spectre RPE d’un échantillon d’ongle, on remarque

immédiatement le faible rapport signal sur bruit de la mesure (figure 13).
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Figure 13 Capture d’écran d’un spectre RPE d’un échantillon d’ongle obtenu a I’aide du logiciel X-EPR du
fabricant Bruker.

En réalité, un spectre RPE quel qu’il soit n’est autre qu’une succession de points ou de
couples « abscisse / ordonnée ». A chaque abscisse, i.e valeur du champ magnétique, est
associée une ordonnée, i.e valeur d’absorption, affectée d’un bruit aléatoire. Ainsi, le véritable

spectre que nous devrions observer est présenté dans la figure 14.
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Figure 14 Capture d’écran de la véritable représentation du spectre RPE d’un échantillon d’ongle.

De¢s lors, on comprend que toute tentative d’extraction de paramétres (intensité,
amplitudes, largeurs de raies, parameétres spectraux...) risque d’étre peu reproductible et
souvent fastidieuse. Pour mesurer I’intensité d’un signal par exemple (en rouge sur les figures

13 et 14), il y a deux possibilités :

1. La nature du radical est connue. Dans ce cas, il est nécessaire de faire appel a des
outils numériques tels que Easyspin [Stoll & Schweiger, 2006] ou WinSim [Duling et
al., 1994] par exemple, pour simuler le spectre RPE théorique du systéme étudi¢ et
travailler directement sur ce modéele. Ces outils de simulation spectrale seront discutés

dans le chapitre suivant ;

2. La nature du radical n’est pas connue. Dans ce cas, il n’y a d’autres choix que de
traiter directement le spectre RPE acquis soit a I’aide du logiciel commercial
(développé par le fabricant du spectrométre), soit en exportant les données du spectre
RPE et de les manipuler a 1’aide de programmes gérant tous types de données

numériques (Microsoft Excel, Matlab...).
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Dans le cadre d’une collaboration avec I’'IRCP de Chimie-ParisTech, nous nous
sommes intéressés a I’analyse de telles données discrétes et avons identifi¢ deux problémes

majeurs :

* D’une part, nous avons constaté que la majorit¢ de la communauté RPE travaillait
fréquemment (et sans forcément le savoir) sur des spectres RPE pré-traités
numériquement par les logiciels «clefs en main » fournis par le fabricant du
spectrometre. Rares sont les études qui portent directement sur les données brutes. De

plus, ces pré-traitements « par défaut » ne sont généralement pas optimisés ;

* Dr’autre part, le traitement de données discrétes et bruitées constitue une véritable
source de variabilité inter-opérateur dans les extractions de paramétres RPE
(intensités, amplitudes, parameétres spectraux...). Le bruit aléatoire qui s’ajoute au

signal affecte les mesures et doit nécessairement étre pris en compte.

De multiples questions peuvent étre ainsi légitimement posées, ce qui a €t¢ mon cas
dans le cadre de ce travail de these. Par exemple, quel point correspond au mieux a mon
maximum spectral ? Faut-il que je moyenne la valeur maximale de mon spectre avec les
valeurs adjacentes ? Comment traiter les zones ou il n’y a pas de points échantillonnés ? Dois-
je faire une interpolation linéaire entre ces points, comme présenté dans la figure 13 et qui est
par défaut dans les logiciels du fabricant ? Comment le bruit généré par le spectrometre RPE
affecte-t-il mes mesures et donc mes résultats ? Et cette liste de questions est loin d’étre
exhaustive. Toutes ces interrogations ont comme point commun de traiter des données brutes

discrétes et bruitées.

On observe en pratique que chaque laboratoire développe ses bonnes pratiques
d’analyse qui peuvent étre trés différentes d’un laboratoire & un autre. En ce sens, on
comprend I’approche des fabricants de spectrométres : créer une recette générale pour unifier
les bonnes pratiques d’analyse. Seulement, la généralisation de tels pré-traitements
numériques a donné I’illusion aux utilisateurs que les spectres qu’ils obtenaient étaient les

spectres bruts.
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L’approche qui est développée dans cette thése est la suivante : avoir accés aux
données brutes puis proposer une méthode standardisée de débruitage et d’extraction des
variables d’intérét en s’affranchissant de I’aspect discret des données. Il est important de noter
que l’utilisateur peut avoir acces a ses données brutes a tout moment. Dans le chapitre « V
Développement d’un nouveau protocole pour le traitement numérique des spectres RPE »,

cette méthode d’analyse originale sera présentée avec notamment des exemples concrets.

Dans un souci de standardisation des résultats RPE d’abord au sein d’un méme laboratoire
puis, idéalement, a 1’échelle internationale, les outils développés dans le cadre de ce travail
de these vont permettre d’extraire les variables d’intérét de manicre fiable, rapide, robuste et
surtout, indépendamment de I’opérateur. Ces outils seront présentés dans le chapitre « III
Etat de I’art en spectroscopie RPE des ongles » et « V Développement d’un nouveau

protocole pour le traitement numérique des spectres RPE ».

36



Contexte et objectifs du travail de thése

5 Les principaux objectifs du travail de theése

Ce travail de theése s’inscrit dans le cadre de la gestion de situations d’urgence liées
aux accidents radiologiques faisant suite a une exposition fortuite a des rayonnements
ionisants. Ces situations peuvent impliquer a la fois des personnes du public, du personnel
médical ou des ouvriers de I’industrie et nécessitent une estimation rapide et fiable de la

sévérité de I’exposition afin de mettre en ceuvre les stratégies thérapeutiques adaptées.

Afin de réaliser une étude dosimétrique précise et rapide des personnes exposées
localement, la dosimétrie par spectroscopie RPE semble étre la technique la plus efficace.
Afin de rendre cet outil dosimétrique suffisamment robuste, un certain nombre
d’investigations sont encore nécessaires, notamment pour pallier les exigences en termes de

capacité de mesure et du délai des expertises.

Dans le cadre de la dosimétrie d’accident radiologique conventionnel ou I’estimation
des doses est souvent réalisée plusieurs semaines aprés I’irradiation, le recours a la
spectroscopie RPE de prélevements d’ongles est cohérent. En effet, ce matériau a la faculté de
conserver une information dosimétrique stable et ce, sur plusieurs mois. Contrairement aux
tissus osseux ou a 1’émail dentaire, les ongles sont facilement récupérables et disponibles sur
la grande majorité des individus exposés. De plus, les ongles permettent de réaliser une
cartographie des doses dans le cas d’une irradiation localisée au niveau des mains. Des
investigations complémentaires sont nécessaires pour caractériser les limites de détection en

dose compatibles avec les exigences médicales.

L’objectif principal de cette these consiste a caractériser les signaux RPE des ongles, a
¢tablir leur mécanisme de formation qu’ils soient endogénes ou radio-induits afin de pouvoir
proposer ou d’optimiser des protocoles et des procédures opérationnels ainsi que des
recommandations concernant les étapes allant du prélevement jusqu’a [’estimation

dosimétrique.
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En ce sens, il conviendra de :

caractériser enticrement le signal endogéne et notamment 1’influence des paramétres

extérieurs (nature radicalaire, température, humidité, exposition UV, ...) ;

mener une ¢étude détaillée des propriétés dosimétriques, que ce soit I’'impact des
conditions de I’irradiation, la variabilité inter-donneur et les traitements chimiques qui

pourraient apporter une amélioration ;

proposer une nouvelle procédure d’estimation des doses, notamment les plus faibles,
c’est-a-dire entre 0 et 10 Gy, qui n’a actuellement jamais été validée. Les protocoles
¢tablis devront présenter le meilleur compromis entre les exigences des situations
d’urgences ¢évoquées (délais, nombre d’échantillons), les -caractéristiques des
¢chantillons (perte de signal, variabilité inter-échantillons, limite de détection) et la

précision requise de I’évaluation dosimétrique.
développer un outil numérique pour optimiser le traitement des spectres RPE et

récupérer les informations de manicére fiable, robuste, précise et si possible,

indépendantes des opérateurs.
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Ce 1¢ chapitre a consisté en une introduction qui permet de situer le domaine de recherche
dans lequel s’inscrit le sujet de thése a savoir la dosimétrie d’accidents radiologiques par
spectroscopie RPE sur les ongles des victimes. L’objectif a été de sensibiliser le lecteur au
domaine de la radioprotection et de I’informer sur 1’état de 1’art concernant 1’utilisation des

ongles en dosimétrie RPE.

Le chapitre suivant présente les généralités sur le paramagnétisme et la spectroscopie de
résonance paramagnétique ¢€lectronique. Une description des différents dispositifs
expérimentaux utilisés pour mener a bien ce travail a également été présentée. Une revue des
principales propriétés de I’ongle d’un point de vue histologique et biochimique est également

donnée dans ce chapitre.

Le chapitre IV a pour objectif de présenter les résultats d’une étude multi-paramétrique sur les
signaux endogenes et radio-induits. L’intérét d’une telle étude est, in fine, la création ou

I’optimisation de protocole de dosimétrie RPE fiable, rapide et robuste.
Le chapitre V présente une étude détaillée du protocole numérique permettant d’extraire les

variables d’intérét d’un spectre RPE et de réduire le bruit dans un souci de diminution des

incertitudes de mesures et, en conséquence, des doses estimées.

39



Contexte et objectifs du travail de thése

40



Etat de I’art en spectroscopie RPE des ongles

999, Etat de lart en Jpecfmympie RPE

s ol

41



Etat de l’art en spectroscopie RPE des ongles

Chapitre Il

Etat de I’art en spectroscopie RPE des ongles.......cccccceerrvvvnnnenneeees 41
1 INErOAUCTION....cueeeieeiieiinrieiitiensnnecissticssstecssseessstessssnessssnessssnsssssssssssssssssssssssessssassssssssssasans 43
2 Le magnétisme et les entités paramagnétiques w44

2.1 Les bases du MagnEtiSIME. .......ccveeruiieiieriieeiieriieeieeseeeeieeeieeeveeseeeebeesaaeesseessseeseenenas 44
2.2 Les 1adicaux IIDIES.....ccueiiiiiiiiiiieie et 45
3 La spectroscopie de résonance paramagnétique (RPE).......c.coueveivveeiisneicneccsneccsnncens 48
3.1 Les bases théoriques de la spectroscopie RPE............cccooiiiiiiiiiiiniiieeees 48
3.2 Les principaux éléments d’un spectrometre RPE............c.cccooiiiiiiiiiiiiiieiceeieees 58
3.3 Les parametres d’aCqUISTHION. ......eeecuveeeieeeeeiieeeieeeeteeesiteeeseaeeeseeeesseeesseeeesensnnaneaeeanns 61
3.4 La dosimétrie par spectroscopie RPE............ccoooiiiiiiiiiiiieeeeee 64
4 La caractérisation des ONGLeS........coueierveicrsricssrnicsssrissssnessssresssssesssssssssssssssssssssssssssssssses 65
4.1 Une description histologique et biochimique des ongles.........c..ccccveveveieiencieeennnnenn. 65
4.2 L’¢étude des ongles en spectroscopie RPE.........cccoooiiiiiiiiiiiiieeeee e, 68
5 Les dispositifs d’irradiation 2 PIRSN.....couciiinicniirnnenseecsnsensnncsensescsssesssseessseessascnns 81
6 Le choix des outils de traitement des spectres RPE..........cccuviievviiivvnrccssnccssnnercccsscnnnns 82
6.1 Les logiciels de simulation Spectrale...........c..ocveeciierieeciienieeiienieeieesee e e e 82
6.2 L’outil de traitement NUMEriqUE CAEDUN...........cccueeeeeeiieeiieeeiieeeiie e 84

42



Etat de I’art en spectroscopie RPE des ongles

1 Introduction

Dans le chapitre précédent nous avons défini le contexte de I’étude menée, a savoir la
gestion de victimes d’accident radiologique localisé au niveau des mains. L’apport de la
spectroscopie de RPE dans de nombreux champs d’application, dont la dosimétrie des

rayonnements ionisants, a ¢également été¢ mis en avant.

Dans ce présent chapitre, les bases du magnétisme et les propriétés des entités

paramagnétiques, principalement les radicaux libres, seront abordées en premier lieu.

Nous verrons ensuite les principaux éléments théoriques et instrumentaux permettant

de se familiariser avec la technique de spectroscopie RPE conventionnelle.

Une description histologique et biologique des ongles sera également fournie dans le

but d’en apprendre davantage sur ce potentiel bio-dosimetre tres particulier.

Il a également ¢té rappelé dans le chapitre précédent que le traitement des données
RPE était opérateur-dépendant et pouvait constituer ainsi une source indéniable de variabilité
dans les résultats dosimétriques inter-laboratoires. Ainsi, dans I’optique de développer un
nouvel outil numérique capable de traiter automatiquement les spectres RPE et ce, de maniére
rapide, fiable et robuste, nous présenterons ici les deux « toolbox » développés sous Matlab
que nous avons choisies pour développer notre outil de traitement spectral, a savoir Easyspin

et Chebfun, qui comme nous le verrons par la suite, s’averent tres utiles.
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2 Le magnétisme et les entités paramagnétiques

2.1 Les bases du magnétisme

La plupart des matériaux qui nous entourent acquiérent un moment magnétique
lorsqu’ils sont soumis & un champ magnétique intense. Selon leurs propriétés magnétiques
intrinseéques, ils se comportent différemment avec celui-ci. On distingue ainsi trois principaux

types de matériaux : les diamagnétiques, les ferromagnétiques et les paramagnétiques.
2.1.1 Les matériaux diamagnétiques

Dans ce type de matériaux, les électrons sont tous appariés par paires selon le principe
d’exclusion de Pauli et par conséquent, le spin ¢€lectronique résultant du systéme est nul
(Sw=0). La susceptibilité magnétique X qui leur est associée est faible, négative (entre -10~ et
-10°) et indépendante de la température. Cette variable, sans dimension, est caractéristique du
degré de magnétisation du matériau lorsque celui-ci est soumis a un champ magnétique

extérieur. Elle est définie ainsi :

m
= (1)

Ou m est I’aimantation magnétique (A.m™) du matériau et B le champ magnétique (A.m™).

X=

Ainsi, lorsqu’un systéme diamagnétique est soumis a un champ magnétique extérieur,

il aura tendance a créer en réponse un faible champ magnétique opposé a celui-ci.

2.1.2  Les matériaux ferromagnétiques

Le ferromagnétisme caractérise les matériaux qui possédent un moment magnétique
non nul méme en ’absence de champ magnétique extérieur. Les moments magnétiques des
électrons du systéme sont ordonnés créant ainsi une forte capacité a s’aimanter lorsque le
matériau est soumis a un champ magnétique. Qui plus est, cette aimantation persiste méme
apres la disparition du champ extérieur. Ce type de matériaux forment des aimants

permanents.
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2.1.3  Les matériaux paramagnétiques

Contrairement aux systémes diamagnétiques dont le spin électronique total est nul et
la susceptibilit¢ magnétique négative, il en est I’exact contraire pour les matériaux
paramagnétiques. En effet, ceux-la possédent a la fois un spin électronique global non nul et
une susceptibilité magnétique positive. La présence d’électrons non appariés est a 1’origine
d’un dipole intrinséque permanent. Cependant, si le systéme posseéde plusieurs électrons non
appariés, les dipdles n’interagissent pas entre eux et les spins électroniques s’orientent
aléatoirement dans toutes les directions de 1’espace a cause de I’agitation thermique. Le spin
résultant est par conséquent nul. A contrario, lorsque ce type de systeéme est soumis a un
champ magnétique extérieur intense, les moments magnétiques électroniques vont s’orienter
soit parallelement, soit anti-parallélement par rapport a celui-ci. Le matériau agit comme un
aimant attiré par le champ magnétique. Contrairement aux matériaux ferromagnétiques, les
systémes paramagnétiques ne conservent pas leur aimantation en 1’absence de champ

extérieur.

2.2 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui possédent au moins un
électron non apparié. A ce titre, ils appartiennent a la famille des matériaux paramagnétiques.
Ils peuvent étre formés de différentes facons telles que les traitements chimiques, le
chauffage, I’exposition a la lumiére (UV), le stress mécanique (contrainte, broyage) et
I’irradiation aux rayonnements ionisants (rayons y, X, € ...). La plupart des radicaux libres
sont instables et leur durée de vie est trés courte. Ainsi, ils n’existent principalement qu’en
tant que molécules intermédiaires dans des réactions chimiques. En effet, lorsque la couche
¢électronique supérieure d’un atome ou d’une molécule est incompléte, 1’atome tente soit de
gagner, soit de perdre des électrons afin de redevenir stable. Fort heureusement, il existe tout
de méme des radicaux libres piégés dans certains échantillons qui sont stables et dont la durée
de vie est suffisante pour les étudier par spectroscopie RPE. Nous allons voir ici quelques

généralités les concernant.
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Une liaison covalente est constituée d’une paire d’électrons appariés dont les spins
¢électroniques sont opposés selon le principe d’exclusion de Pauli. Lors de la rupture d’une

telle liaison, chaque fragment récupére avec lui un électron dit célibataire (2).

R—R'»R+R" (2)

Les fragments moléculaires possédant un électron non apparié sont appelés radicaux libres et
sont notés R’. Ces molécules sont tres réactives du fait de leur instabilité liée a la présence de
cet €lectron célibataire. Ces radicaux peuvent ensuite réagir entre eux ou avec d’autres

molécules pouvant conduire a des réactions d’addition (réaction 3 du tableau 2) par exemple.

Les rayonnements ionisants peuvent également réagir directement avec les molécules
d’eau du milieu biologique. Ces interactions conduisent au phénomene de la radiolyse de
I’eau et a la création de radicaux libres tres réactifs de types H* et HO". Ces radicaux vont
pouvoir se recombiner entre eux pour former a leur tour de nouvelles molécules (eau H,O, eau
oxygénée H,O,, dihydrogeéne H,). La probabilit¢ de recombinaison dépend notamment de la
distance qui sépare les radicaux entre eux. Elle sera ainsi plus importante dans des zones de
forte densité de radicaux et a I’inverse, plus rare lorsqu’ils sont trés espacés. Cependant, les
radicaux diffusent au cours du temps et peuvent également interagir avec d’autres molécules
du milieu biologique entrainant leur modification chimique. Voici une liste non exhaustive

des réactions susceptibles d’avoir lieu sur une molécule organique de type R-H (tableau 2) :

* Hydroxylation par les radicaux HO" (réaction 4) ;

* Déshydrogénation et composés d’addition par les radicaux H* (réaction 5) ;

* Captures des He par le dioxygene ou les radicaux HO* (réaction 6) ;

* Réactions en chaine (réaction 7) ;

* Réactions avec des radio-protecteurs tels que les groupements SH ou NH, (réaction
8);

* Formations de peroxydes (réaction 9).
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Notons que les hydroperoxydes et les peroxydes sont des substances toxiques qui

s’accumulent au cours de I’irradiation et ajoutent leurs 1ésions a celles dues aux rayonnements

ionisants.

Tableau 2: Les différents mécanismes radicalaires susceptibles d’avoir lieu lors d’une interaction d’un

rayonnement ionisant avec un milieu biologique.

Réaction radicalaire

Mécanisme réactionnel

Addition

Hydroxylation

Déshydrogénation

Capture

Réactions en chaine

Réactions avec des radio-

protecteurs

Formations de peroxydes

R+R'">R-R"

R—-H+HO»R +H,O
R'+HO »R—-OH
R—-H+H »R+H,
R+R">R—R'

H+0,» H,O’
H'+HO'» H,0

R'+0,2 ROO" (radical peroxyde)
ROO'+R"H- ROOH+R" (hydroperoxyde)
R"+0,2 ROO .....

RSH+HO - RS +H,0

ROO'+R'-ROOR’

€)

(4)

)

(6)

(7)

(8)

9)
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3 La spectroscopie de résonance paramagnétique (RPE)

3.1 Les bases théoriques de la spectroscopie RPE

La spectroscopie RPE est une technique qui permet de sonder un matériau
paramagnétique et d’obtenir de précieuses informations sur la nature et la quantité de radicaux
qu’il possede, ainsi que leur environnement chimique [Bertrand, 2010]. La spectroscopie RPE
en onde continue consiste a irradier continuellement un échantillon paramagnétique a 1’aide
d’un rayonnement micro-onde de faible intensité dans le but d’observer les transitions entre
spins ¢€lectroniques propres au systéme étudi€. Le principe de 1’imagerie par spectroscopie

RPE est présentée en annexe « 1.4 L’imagerie 2D par spectroscopie RPE ».
3.1.1 L’effet Zeeman

L’image trés simpliste d’un électron libre est celle d’une petite sphére chargée
négativement et en rotation sur elle-méme et possédant un moment cinétique intrinséque, le
spin électronique S . Toute particule chargée possédant un moment cinétique posséde

¢galement un moment magnétique intrinseéque défini tel que :

T=—gps (10)
Ou S est le spin électronique, g le facteur de Landé (nombre sans dimensions) et S le
magnéton de Bohr qui correspond au moment de spin d’une mole d’électrons. La projection
du spin électronique S sur un axe quelconque d’un référentiel orthonormé (x, y, z) peut

prendre I'une des (2 S + 1) valeurs M telles que :

M,€[-S;+S|=—8,—-S+1,...,+S (11)

Lorsque I’électron est soumis & un champ magnétique extérieur B , son énergie E est décrite
par la relation suivante :

E=—'B (12)

A titre d’exemple, prenons le cas simple d’un systéme de spin électronique S=1/2 et

défini par un ensemble de N centres paramagnétiques possédant chacun un électron non-

apparié¢. En I’absence de champ magnétique extérieur, les électrons libres se trouvent a un

niveau énergétique fondamental noté Ey. Les spins du systéme étant orientés aléatoirement
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dans toutes les directions de ’espace (figure 15), la somme vectorielle de tous les moments

N
magnétiques électroniques est nulle : z =0 . En revanche, lorsqu’on applique un champ

i=1
magnétique intense, chaque spin électronique peut occuper 'un des (2S+1)=2 états
énergétiques quantiques mg définis en 11 soit, dans notre cas simple, m;=+1/2 . L’état
quantique défini par m,=+1/2 correspond a I’état le moins stable (spins orientés anti-

parallélement au champ magnétique). A contrario, 1’état quantique le plus stable est défini par

m,=—1/2 (spins orientés paralléelement au champ magnétique).

B=20 B+0

Figure 15 Orientation des spins électroniques avec ou sans champ magnétique extérieur.

Ce phénomene de levée de dégénérescence des niveaux énergétiques fondamentaux en
présence d’un champ magnétique intense est appelée « Effet Zeeman » (Figure 16). Ces

niveaux énergétiques £ sont définis tels que :

E=—{.B=m,gpB (13)

On en déduit la différence d’énergie entre les deux niveaux énergétiques adjacents :
AE=Am,gpB (14)
Dans le cas général, les transitions énergétiques autorisées doivent satisfaire la
condition suivante : Am, = £/. Ainsi, la technique de spectroscopie RPE consiste a induire ces
transitions en irradiant en continu, a 1’aide d’une micro-onde d’énergie Av, un échantillon
placé dans un champ magnétique intense (de I’ordre du Tesla). Pour qu’il y ait absorption du

rayonnement micro-onde par le systéme étudié, il faut impérativement que 1’énergie du
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rayonnement micro-onde /v soit strictement égale a la différence en énergie AE entre deux
niveaux adjacents : c¢’est la condition de résonance. En ce qui concerne le cas simple présenté

ici, la condition de résonance est la suivante :

AE=(3-=1)gBB=gpB (15)

ms =+

AE = g.f.B=hv

B=0
Dégénérescence des
niveaux énergétiques

_______________________),

1
E = —EQQ.E.B

mg = —

SR

B=0
Levée de dégénérescence
des niveaux énergétiques

Figure 16 Représentation des niveaux énergétiques des spins électroniques (S = 1/2) en présence d’un champ
magnétique extérieur.

Dans une expérience de spectroscopie RPE, contrairement a de nombreuses autres
techniques de spectroscopies (par exemple 1’absorption UV-visible, infrarouge...), ce n’est pas
la fréquence de la micro-onde qui varie mais le champ magnétique pour une fréquence v fixe.
Ainsi, la différence d’énergie entre les niveaux énergétiques Zeeman devient proportionnelle
au champ magnétique. Dans ces gammes de champs magnétiques et de fréquences micro-
ondes, il est techniquement plus simple de procéder ainsi. La résonance apparait des lors que
I’énergie du rayonnement micro-onde /v correspond a la différence d’énergie entre les deux

niveaux E, et E.. La valeur du champ magnétique pour laquelle la résonance se produit est :

hv
Brés:_ 16
9B (16)

Il faut faire attention cependant au fait que la valeur du champ magnétique de

résonance n’est pas caractéristique du systéme paramagnétique. Pour s’en convaincre, le
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tableau 3 répertorie les champs magnétiques de résonance d’un méme systéme
paramagnétique défini par g=2 a différentes fréquences de micro-ondes. En revanche, le
facteur g constitue une véritable signature de 1’entité paramagnétique étudiée.

Tableau 3 : Champs magnétiques de résonance pour un systéme défini par un facteur g=2 en fonction de la

fréquence micro-onde utilisée.

Fréquence micro-onde (GHz) Champ magnétique de résonance (mT)
Bande L 1,1 39,2
Bande S 3,0 107,0
Bande X 95 338,9
Bande Q 35 1248,5
Bande W 90 3215,2

3.1.2  Le facteur g

Nous venons de voir que dans une expérience de spectroscopie RPE, le paramétre que
nous cherchons a mesurer est le facteur de Land¢, communément appelé « facteur g ». Celui-
ci est déterminé par deux facteurs. D’une part, il dépend de I’atome central ou de la molécule
qui possede I’¢lectron célibataire. D’autre part, il est affecté par son environnement proche
(les défauts, les impuretés, ses plus proches voisins...). D’apres 1’expression 16, le facteur g
peut étre déterminé a partir de la fréquence du rayonnement micro-onde v et du champ
magnétique B, de résonance :

hv
f)Brés (17)

g:

Le facteur g d’un électron libre vaut g,=2,002319278. Or, en réalité, un électron est rarement
libre car il est confiné dans une orbitale atomique ou moléculaire. Ainsi, le couplage entre son
moment cinétique et le spin électronique engendre une déviation du facteur g par rapport a g..
Le facteur g devient anisotrope et ses valeurs propres dépendent de I’orientation du champ
magnétique par rapport au systeme paramagnétique. Chaque centre paramagnétique possede
un unique systeme d’axes propres appelés axes principaux du systéme. Les facteurs g mesurés

dans ces directions sont nommeés les composantes du facteur g et se notent, g, g, et g.. Nous
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allons voir ici les différentes symétries que peuvent prendre ces systémes paramagnétiques
ainsi que leurs conséquences lorsque les systémes paramagnétiques sont orienté de manicre

aléatoire dans I’espace (poudre, matériau amorphe, liquide...).

Symétrie élevée (sphérique, cubique, octaédrique, tétraédrique) :

Considérons un centre paramagnétique qui posséde une symétrie élevée (systeme
isotrope), ce qui revient a dire que tous les électrons non appariés interagissent de fagon
identique dans toutes les directions de I’espace avec le champ magnétique (Figure 17). Dans
ce cas, le moment orbital électronique i est égal dans toutes les directions : u. = p, = u. ce
qui implique g, = g, = g. d’aprés la relation 10. Si ce systéme est exposé¢ a un champ
magnétique extérieur, son orientation par rapport a ce champ n’aura pas d’impact puisque son
moment magnétique total restera inchangé quelle que soit sa direction. En d’autres termes, on
mesurera une unique valeur de facteur g pour une seule valeur de champ magnétique de
résonance. Le spectre RPE d’absorption associé ne comportera donc qu’une seule transition

(figure 17 a) ce qui se traduit expérimentalement par une raie isotrope (figure 17 b).

Systeme de
symétrie élevée

a)

Absorption

b)

18 dérivée

Figure 17 Représentation d’un systéme de symétrie élevée. Expérimentalement, nous obtenons la 1% dérivée (b)

du spectre d’absorption (a). Cette raie est isotrope et centrée en g=g,=g,=g..
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Symétrie axiale

Considérons maintenant une molécule paramagnétique, toujours de spin S = 1/2, qui
possede une symétrie axiale sur le plan (x y) de sorte que le moment magnétique total dans la
direction z est le plus intense (Figure 18). L’ orientation d’un tel systéme par rapport au champ
magnétique extérieur B a un réel impact :

* Si on le place dans la direction z parallélement au champ magnétique B=B-u, , la
différence d’énergie entre les deux niveaux énergétiques pour 1’électron sera de
AE=2u. B.. Puisque nous avons supposé que le moment magnétique total dans la
direction z était le plus intense, alors le champ magnétique de résonance associé B.
sera plus faible.

* Par contre, si on le place dans le plan (x, y) alors la différence énergétique sera 2u;,.
Puisque u., est faible dans le cas décrit ici, un champ magnétique plus important sera

nécessaire pour satisfaire la condition de résonance.

Le facteur g sera donc différent selon que le champ magnétique B est paralléle ou
perpendiculaire a I’axe z. Celui mesuré dans la direction z est noté g. = g tandis ceux mesurés

dans la direction perpendiculaire sont notés g, = g..

Systémes de symétrie axiale

O

a) Ix=9y< Yz b) Ix =9y > 9z

Absorption i Absorption

18 dérivée 1% dérivée

Figure 18 Représentation de deux systémes de symétrie axiale. a) Le systéme paramagnétique est placé
parallélement a 1’axe z et le facteur g. est plus important que g. et g,: g1 < g|. b) C’est le cas contraire : le

systéme paramagnétique est placé dans le plan (x, y) et le facteur g. est plus faible que g. et g, : g. > g.
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Basse symétrie
Le troisiéme cas apparait lorsque la symétrie est plus basse que la symétrie axiale ce
qui implique que I’ensemble des facteurs g sont différents. Cela revient a dire qu’aucune

direction n’est semblable & une autre (figure 19).

Systeme de basse symétrie

9xF 4y F 9z

Absorption

18re dérivée 4

Figure 19 Représentation d’un systéme de basse symétrie. Dans ce cas, le facteur g mesuré differe selon 1’axe
considéré. Ici, le facteur g mesuré dans la direction x est plus grand que celui mesuré dans la direction y et ce

dernier est plus important que celui mesuré dans la direction z : g, > g, > g..
3.1.3  L’interaction hyperfine

Les nucléons (protons, neutrons) possedent également un moment cinétique
intrinseque égal a /2. Le spin nucléaire du noyau, noté /, résulte de la somme des moments
cinétiques de tous ses nucléons. Dés lors, deux cas de figures apparaissent : si le nombre de
nucléons est pair alors / est nul ou entier; s’il est impair, 1’état fondamental est

paramagnétique avec / demi-entier.

Lorsque le noyau est paramagnétique, son moment magnétique s’écrit fi=g, I

avec gy qui dépend du nombre de protons et de neutrons (il est donc différent pour chaque

isotope), et Sy le magnéton nucléaire. Comme pour le spin électronique, la projection de [
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sur I’axe z, L., peut prendre I’une des (2/ + 1) valeurs M; = —1, ..., +1. Dans le cas d’un atome
libre, toutes les directions sont équivalentes et le moment magnétique résultant est isotrope.
L’interaction hyperfine entre les électrons non-appariés et le noyau de spin [ est elle-aussi
isotrope. Son énergie s’écrit :

E =AS.T Avec A la constante hyperfine. (18)

Le phénomene d’interaction hyperfine détaillé en annexe (« 1.3 L’interaction hyperfine »). Un

hyperfin

exemple d’interaction hyperfine avec un noyau d’hydrogene (/=1/2) et d’azote (I=1) est

présentée dans la figure 20 :

g Pas d'intéraction, I=0
ay
>
e
Champ magnétique, mT
] —_—1=102
b; [——1=17]
fus)
=
]
e
Champ magnétique, mT
C); [——1=1]
fus)
=
]
e

Champ magnétique, mT

Figure 20 Représentation de spectres RPE avec ou sans interaction hyperfine : a) aucune interaction hyperfine. b)

interaction hyperfine avec un noyau d’hydrogene /=1/2. c) interaction hyperfine avec un noyau d’azote /=1.

3.1.4 Le phénomeéne de relaxation des spins électroniques

Considérons maintenant le méme systéme simple que nous avons défini
précédemment constitu¢ de N centres paramagnétiques de spins S=1/2 placés dans un intense
champ magnétique. A 1’équilibre thermique, la répartition des spins électroniques sur les
niveaux énergétiques « Zeeman » suit la loi de Maxwell-Boltzmann :

M exp(— AE
=exp(= 1) (19)
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n; et n, correspondent au nombre de spins électroniques peuplant respectivement les niveaux
énergétiques E- et E.. On a bien-sir N = n; + n, k est la constante de Boltzmann (J.LK™) et T

la température du systeme (K).

La spectroscopie RPE consiste a induire des transitions des spins électroniques des
niveaux énergétiques faibles vers les plus forts. Cependant, pour de fortes puissances micro-
ondes, les populations des deux niveaux de spin s’égalisent. Puisque l’absorption de la
puissance micro-onde dépend de la différence de population des deux niveaux, une
diminution de celle-ci entraine une diminution du transfert d’énergie. L’intensité du signal
que I’on mesure décroit et il n’est plus proportionnel a la quantité de spins du systeme. On
appelle ce phénomene la saturation. L’observation d’un signal RPE nécessite la présence d’un

mécanisme qui maintient les populations de spin a 1’équilibre thermique.

Afin de comprendre le phénoméne de relaxation, il est nécessaire d’introduire la
magnétisation M d’un échantillon qui correspond a la somme de I’ensemble des moments

magnétiques présents dans le volume V' considéré :

D (20)

m=

<|+

Dans une expérience de spectroscopie RPE, I’échantillon est soumis & un champ
magnétique B dont la projection sur I’axe z vaut B. En D’absence de toute autre
perturbation, les moments magnétiques se distribuent aléatoirement dans leur mouvement de
précession autour de B: et leurs contributions s’annulent. Ainsi, la magnétisation résultante m

est soit parallele soit anti- paralléle par rapport a B. comme le montre la figure 21.
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Bo

Figure 21 Représentation de la précession des moments magnétiques et de ’aimantation résultante autour de B,.

A P’équilibre thermique, les populations des deux niveaux de spin étant différente, la

magnétisation ni vaut :

—_— —_— — e

m=m, i +m, u +m,i,=m,i, avec m,=|nll (21)
En revanche, lorsque le systéme est perturbé, la population de spin tend a s’égaliser, ce qui
entraine une diminution de la composante m. et une augmentation des composantes m, et m,.
A I’arrét de la perturbation, les moments magnétiques se déphasent puis on assiste a un retour
de la magnétisation m a son état initial (équation 21) : ¢’est le phénoméne de relaxation. Il
est tout de méme important de faire la distinction entre deux temps de relaxation tres

spécifiques :

* Le temps de relaxation spin-réseau noté 7, qui est caractéristique du retour de
I’aimantation a son état initial m=m,u, ;
* Le temps de relaxation spin-spin noté 7> qui est caractéristique du déphasage des

fréquences de précession des spins €lectroniques dans le plan (x y).

Ces temps de relaxation jouent un role important quant aux formes des spectres RPE mesurés

et notamment pour la largeur des raies notée AB :

ABo<:i+L (22)

1 T2
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3.2 Les principaux éléments d’un spectrometre RPE

Il existe une grande variété de spectrométres RPE. Le choix de la fréquence micro-
onde se fait en fonction des besoins de chaque laboratoire et de leurs thématiques de
recherche. Au Laboratoire de Dosimétrie des Rayonnements ionisants (LDRI), nous avons la
chance de posséder plusieurs spectrométres a la fois en bande X (fréquence du rayonnement
micro-onde de 9,5 GHz) et en bande Q (35 GHz). L’intérét de posséder des fréquences micro-
ondes complémentaires est de pouvoir caractériser les entités paramagnétiques et de valider
des hypothéses concernant la nature des radicaux libres étudiés en résolvant 1’anisotropie du
facteur g notamment. Afin de limiter la variation de la sensibilité des spectrometres RPE, les

salles de mesures sont climatisées a 18 °C.

Un spectrometre RPE basique est composé de quatre principaux éléments : la source
de I’onde électromagnétique, 1’électroaimant, le résonateur et le systetme de détection. En
dépit de la complexité des spectrométres RPE rencontrés dans les laboratoires de recherche,

ils peuvent toujours étre simplifiés avec le schéma de la figure 22 :

Microwave
Bridge

—y -
]

Console Fﬁ‘ Magnet —_—

9 !] Bma

- o [ (e
:;j
Magnet = R
Power I Resonator LI;ITLJ.X .
Supply & . Workstation
e T &
y ] C
= L]

Figure 22 Schéma d’une installation de spectroscopie RPE.

Image : Bruker.
Nous allons passer brievement en revue les principaux éléments qui constituent un

spectrometre RPE comme schématisé dans la figure précédente.
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3.2.1 Le pont micro-onde

Le pont micro-onde est constitu¢ du générateur du rayonnement électromagnétique
micro-onde, du détecteur, du bras de référence, du circulateur et de I’atténuateur (figure 23).
Le rayonnement ¢électromagnétique est généré par un dispositif appelé « diode Gunn » dans
les spectrometres récents. Un guide d’onde permet de les acheminer jusqu’a 1’échantillon

situ¢ dans la cavité résonante. La fréquence micro-onde la plus couramment utilisée est 9,5

GHz (bande X).

Bras de
référence

.. _— _— Signal mesuré
Générateur 3 ‘ T
» das
v ?\ﬂ/—\) - W \

Réglage [N—>}] aB

puissance
micro-onde

=]

Cavité
resonante

Figure 23 Schéma d’un spectrométre RPE. Image : La spectroscopie de résonance paramagnétique €électronique

[Bertrand, 2010].

Les spectrométres RPE peuvent étre séparés en deux grandes familles : les faibles
fréquences micro-ondes (de la bande L / GHz jusqu’a la bande Q 35 GHz) et les hautes
fréquences (bande W 95 GHz et au-deld). Plus la fréquence micro-onde est élevée, plus la
taille de 1’échantillon étudi¢ peut étre faible, et également plus I’anisotropie du facteur g
pourra étre résolue. A titre d’exemple, nous utilisons environ /0 a 15 mg d’échantillons

d’ongles lorsqu’on travaille a 9,5 GHz contre seulement / mg a 35 GHz.

La puissance du rayonnement micro-onde est réglable par le biais de 1’atténuateur. Le

circulateur permet d’acheminer le rayonnement du générateur vers la cavité résonante puis
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vers le détecteur. Le détecteur est une diode qui convertit la puissance micro-onde regue en un
signal électrique. Pour de faibles puissances micro-ondes (< I/mW), le courant de diode est
directement proportionnel a la puissance micro-onde. En revanche, pour de plus fortes
puissances micro-ondes, la courant de diode devient proportionnel a la racine carrée de la
puissance micro-onde. Il est recommandé de travailler constamment dans le régime linéaire de

la diode afin d’obtenir une sensibilité optimale.
3.2.2  Lerésonateur

Cet ¢lément est I’'un des plus importants du spectrométre de RPE puisqu’il contient
I’échantillon étudié. Le rayonnement micro-onde générée par la diode Gunn est acheminée
jusqu’a la cavité résonante. L’onde est réfléchie sur les parois hormis lorsque sa fréquence
correspond exactement a la fréquence de résonance de la cavité auquel cas les ondes sont
stationnaires. Ces ondes stationnaires posseédent a la fois une composante €lectrique E; et une
composante magnétique B, qui sont déphasées (la composante ¢lectrique est minimale lorsque
la composante magnétique est maximale, et vice versa). La cavité est construite de telle fagon
que la composante électrique est nulle en son centre, et a contrario, maximale pour la
composante magnétique. Cette particularité apporte une bien meilleure sensibilité ainsi qu’une
meilleure qualité du signal enregistré. La cavité résonante stocke I’énergie de 1’onde incidente

qui sera potentiellement absorbée par 1’échantillon.

L’efficacité, i.e la capacité a stocker 1’énergie au sein de la cavité, est mesurée par le
facteur de qualité, noté Q. Il s’exprime comme le rapport de la fréquence de résonance v, de
la cavité et de la largeur a mi-hauteur Av du pic de résonance. La sensibilité du spectromeétre

augmente lorsque le facteur de qualité Q augmente.

3.2.3 L’électroaimant

Afin de lever la dégénérescence des niveaux énergétiques des spins électroniques, il
est nécessaire de confiner 1’échantillon dans un champ magnétique intense. C’est ici
qu’intervient 1’électroaimant. Il produit un champ magnétique intense, statique et stable. 1 est

possible de gérer la vitesse de balayage a 1’aide des parametres d’acquisition.
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3.2.4  Les canaux de détection des signaux

Dans un souci d’amplification et d’élimination des perturbations du signal mesurg, le
champ magnétique appliqué est modulé en le faisant osciller d’une faible amplitude par
rapport aux largeurs des raies d’absorption. Cette modulation est rendue possible par
I’intégration de petites bobines de modulation, appelées bobines d’Helmotz, placées de part et
d’autre de la cavité résonante. La fréquence de modulation couramment utilisée dans les
spectrometres de RPE est 100kHz. Le signal enregistré par le détecteur est ensuite démodulé
par un circuit ¢électronique (détection synchrone). Le principe de démodulation repose sur la
sélection des signaux ayant une fréquence de 100 kHz et la méme phase que le courant utilisé
dans les bobines de modulation. Cette modulation d’amplitude convertit le signal d’absorption
en sa dérivée premicre. Ce traitement des signaux permet d’une part, d’éliminer les signaux
parasites insensibles au champ magnétique dans la cavité, et d’autre part, d’augmenter le

rapport signal sur bruit.
3.2.5 Les échantillons

Les échantillons utilisés en spectroscopie de RPE peuvent aussi bien étre a 1’état solide
que liquide. En ce qui nous concerne, les échantillons étudiés sont des morceaux d’ongles et il
est nécessaire de les tailler afin qu’ils puissent étre intégrés dans les tubes supports. Ces tubes
sont composés de quartz Suprasil et n’induisent pas de signaux parasites. En bande X, le

diameétre de ces tubes est de 1’ordre de 0,7 cm contre 0,3 cm en bande Q.

3.3 Les parametres d’acquisition

Les paramétres d’acquisition présentés ici sont ceux qui influent le plus sur la qualité
de spectres RPE obtenus. En fonction de 1’étude qui est menée, ces parametres sont amenés a

étre changés mais encore faut-il comprendre leur role.
3.3.1 La puissance micro-onde

La puissance micro-onde agit directement sur I’intensité des signaux RPE mesurés. En
I’absence de phénomene de saturation, I’intensit¢é du signal RPE est directement
proportionnelle a I’intensité du champ magnétique oscillant B;, donc a la racine carrée de la

puissance micro-onde. Il est trés courant d’observer le phénoméne de saturation du signal en
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augmentant la puissance du rayonnement micro-onde. Lorsque le temps de relaxation spins-
réseau 7, électroniques est long, les populations des états de spin s’égalisent et puisque
I’absorption dépend de la différence de population entre ces niveaux ¢énergétiques, une
diminution de cette différence de population engendre une diminution de 1’absorption. En
régle générale, pour de faibles puissances micro-ondes, I’amplitude du signal augmente
linéairement avec la racine de la puissance. Cependant, lorsque les phénomenes de relaxation
ne permettent plus de repeupler les niveaux énergétiques inférieurs, il n’y a plus de relation

linéaire et on atteint le phénomene de saturation.
3.3.2  La modulation d’amplitude

Ce parametre est I’'un de ceux qui influent sur le rapport signal sur bruit des spectres
RPE et la résolution. En augmentant 1’amplitude de modulation (am), on augmente 1’intensité
du signal et son rapport signal sur bruit. Il est indispensable de bien régler ce parametre si
nous voulons discriminer des signaux treés proches 1’un de 1’autre comme le montre la figure
24. En effet, si I’amplitude de modulation est plus grande que la séparation AB de deux raies

spectrales, alors le spectre résultant sera déformé et il nous sera impossible de les discerner.

Amplitude de modulation : 0.7 mT
‘ \ ' ' Spectre observé

—Spectre 1
——Spectre 2

50

dy /dB, a.u

5]?230 1235 1240 1245 1250 1255 1260 1265 1270
Champ magnétigue, mT

Amplitude de modulation : 0.5 mT
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Figure 24 Effet de I’amplitude de la modulation (am) sur la discrimination de signaux proches. Les deux signaux

RPE sont séparés de 4 mT. a) am=0,7 mT, b) am=0,5 mT, ¢c) am=0,1 mT.
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3.3.3  Le nombre d’acquisitions

Une autre fagon d’obtenir un meilleur rapport signal sur bruit sur les spectres RPE
enregistrés est I’augmentation du nombre de mesures ou nombre de « scans ». Le signal est
directement proportionnel au nombre n d’acquisitions alors que le bruit lui varie en vh .
Ainsi, le rapport signal sur bruit varie en +h également. Par exemple, multiplier par 10 le
rapport signal sur bruit revient a accumuler 100 fois le spectre RPE ce qui peut étre

problématique en dosimétrie d’accident.
3.3.4 La vitesse de balayage

Il est également possible d’augmenter le rapport signal sur bruit en jouant sur la
vitesse de balayage du champ magnétique, i.e le temps de 1’acquisition. La encore, ce rapport
augmente avec la racine carrée du temps [Bertrand, 2010] et dans le cas d’expertise en

dosimétrie d’accident, le temps peu étre crucial.
3.3.5 Les parametres d’acquisition en spectroscopie RPE utilisés

Les parametres d’acquisition RPE utilisés sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Paramétres d'acquisition utilisés en spectroscopie RPE dans le cadre de ce travail.

Paramétres de mesure Bande X Bande Q
Fréquence micro-onde 9.40 GHz 34.00 GHz
Modg¢le du résonateur SHQ ER5106QT
Masse des échantillons 15-30 mg 1,00 — 3,00 mg
Taille des échantillons 13’,%% ﬁnnll llirfg ;”%% rrl:; llacl)r;lgg
Diamétre interne du porte échantillon 4,00 mm 2,00 mm
Puissance micro-onde incidente [4;50] mW [0,1;10] mW
Balayage du champ magnétique [346; 355] mT [1200; 1218] mT
Fréquence de modulation 100,00 kHz 100,00 kHz
Amplitude de modulation 0,3-0,5mT 0,3-0,5mT
Constante de temps - 10,24 ms
Nombre de points 2000 1024
Temps d’acquisition 30s 40 s
Nombre d’acquisitions 8-12 8-12
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3.4 La dosimétrie par spectroscopie RPE

Nous avons vu précédemment que ’interaction entre un rayonnement ionisant et la
matieére pouvait générer dans certains matériaux des entités paramagnétiques par dissociation
des paires d’¢lectrons. Le principe de la dosimétrie par spectroscopie RPE repose sur la
relation liant la concentration des entités paramagnétiques radio-induites a la quantité
d’énergie absorbée par 1’échantillon. Connaissant cette relation, il est alors possible de
mesurer la dose absorbée pour un matériau donné. La quantité¢ d’especes paramagnétiques
présente dans un échantillon est directement proportionnelle a ’intensité du signal RPE, i.e
I’aire sous la courbe du pic d’absorption. Or, comme nous venons de le voir, c’est la lére
dérivée du spectre d’absorption qu’on obtient expérimentalement. Ainsi, pour des raisons
pratiques, il est plus simple de substituer a I’intensité¢ d’un signal RPE son amplitude pic a pic
du signal d’intérét. Par conséquent, plutot que de relier 1’intensité du spectre RPE avec la dose
absorbée, c’est 'amplitude pic a pic du signal radio induit que la grande majorité des

laboratoires utilisent (figure 25).
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Figure 25 Principe général de la dosimétrie RPE. a) L’intensité du signal RPE radio-induit augmente avec la

dose. b) On relie I’amplitude pic a pic du signal RPE radio-induit a la dose absorbée.
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4 La caractérisation des ongles

4.1 Une description histologique et biochimique des ongles

Les ongles sont constitués d’une paroi blanchatre et transparente composée
essentiellement d’alpha-kératine et sont situés sur les surfaces extérieures des doigts et des
orteils. Leur rdle principal est la protection des doigts qui peuvent entrer en contact avec
différents objets du quotidien. C’est leur composition chimique et leur structure qui

déterminent leurs propriétés mécaniques.

L'anatomie de I'ongle humain se compose de plusieurs structures : la plaque de 1'ongle,
les bourrelets proximaux et latéraux, la matrice, le lit de I'ongle et I'hyponychium [Standring

et al., 2008] (Figure 26).

Bord
libre Bourrelet g onvehium: Lunule
proximal
Plague de _ Plague de
longle —4 Racine l'ongle
Bourrelet /
latéral
Lunule /
Eponychium >
Bourrelet / /
proximal - Derme Hyponychium
Epiderme Phalange ypony

Figure 26 Schéma récapitulatif d’un ongle humain avec ses différentes structures.

La partie principale d'un ongle est constituée d’une plaque, la plaque de 1’ongle,
approximativement rectangulaire et convexe dans les directions longitudinale et transversale.
Cette plaque est constituée de cellules épithéliales cornées et compactées (cornéocytes) et son
¢paisseur est de 0,25 a 0,6 mm dans le cas des mains et jusqu'a 1,3 mm dans le cas des orteils.

Sa structure principale, la matrice, peut €tre divisée en trois parties : les matrices dorsale,
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intermédiaire et ventrale [Standring et al., 2008] avec un rapport d'épaisseur d'environ 3 : 5 : 2

[Particle Sciences, 2009]. De plus, si la matrice est détruite, I’ongle ne repousse plus.

Les ongles ont la particularité d’étre a la fois rigides, souples et transparents et sont
composés d'environ 25 couches de cellules mortes étroitement reliées les unes aux autres par
de nombreux liens intercellulaires [Particle Sciences, 2009]. La partie dorsale est la plus dense
et la plus dure : elle contient de la kératine cornée d'une épaisseur de seulement quelques
cellules (environ 200 pum). La couche intermédiaire est constituée de fibres de kératine
positionnées perpendiculairement a la direction de croissance des ongles [Particle Sciences,
2009] contrairement aux couches ventrale et dorsale ou elles sont alignées dans le sens opposé
(figure 27). La couche ventrale est la plus mince et elle permet de relier la plaque de 1'ongle au

lit de l'ongle.

Figure 27 Schéma représentant 1’orientation des fibres de kératine dans les différentes couches constitutives de

I’ongle (ventrale, intermédiaire et dorsale).

L'alpha-kératine qui constitue majoritairement [’ongle est une protéine composée de
trois longues chaines peptidiques hélicoidales enroulées en forme de spirale et fortement
renforcée par des ponts disulfure (S-S) formés a partir d’acides aminés soufrés adjacents, les
cystéines (figure 28). Les ponts disulfures sont les liens les plus forts dans la structure et sont
responsables de la rigidité des ongles. La plaque de 1’ongle contient environ 10 % de cystéine,

qui est responsable du maintien de sa structure compacte hélicoidale [Barba et al., 2009].
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Figure 28 Schéma de 1’alpha-kératine. Elle est composée de longues chaines polypeptidiques enroulées en forme

de spirale et renforcée par des liaisons ioniques, hydrogenes et des ponts disulfure.

Des ¢études microscopiques des ongles révelent de multiples pores dans le matériau ce

qui explique que les ongles ressemblent fortement a des éponges (figure 29).

Couche dorsale

Figure 29 Image obtenue en microscopie €lectronique d’un échantillon d’ongle coupé.
Image : Farren et al., (2004).

Les autres acides aminés constitutifs de 1’ongle sont principalement 1’acide glutamique
(16 %), la leucine (9 %), I’arginine (9%), I’acide aspartique (8%), la tyrosine (4%) et la
phénylalanine (3%) [Greaves et al., 1976]. Notons que certaines maladies telles que les
mélanonychies par exemple peuvent entrainer une modification de la couleur de 1’ongle par
I’intermédiaire de 1’activation des mélanocytes et donc de la production de mélanine.
Toutefois, cette protéine n’est a priori pas présente dans des ongles sains. Les ongles
contiennent également un certain nombre d’ions chargés positivement tels que des ions
métalliques Fe’", Cu*, des éléments-traces AI’*, Mn*", Mg**, Ca*’, Na*, K" [Vellar et al., 1970,
Bank et al., 1981, Shadman et al., 2012, Okoro et al., 2015] ou des ions ammoniums R-NH*".
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La plaque de l'ongle est résistante a de nombreux facteurs externes (microbes,
température, rayonnements UV...); néanmoins, une partie de ses propriétés physiques est
modifiée apres le traitement dans I'eau, comme le lavage des mains par exemple [Wei et al.,
2010]. L'¢lasticité et la rigidité de I’ongle sont associées a son degré d'hydratation [Standring,
et al., 2008]. Selon des mesures in vivo effectuées par Egawa et al., (2006) la teneur moyenne
en eau des ongles est de 10 a 20 % selon I'humidité de 1'air, la durée de 1'exposition a I'eau et
le temps de séchage. Les études de Van de Kerkhof et al., (2005) ont montré que le degré
d'hydratation influence trés fortement les propriétés physiques des ongles vivo. Ils ont
notamment montré que l'hydratation et la déshydratation répétées des plaques d'ongles
provoquent une délamination de celles-ci accentuant leur sécheresse et donc leur fragilité.
Cette situation est liée a la capacité réduite de l'ongle de retenir les molécules d’eau a cause de

modifications induites dans la structure de la kératine [Barba et al., 2009].

Le taux de croissance des ongles varie selon les doigts, 1'age, la température ambiante,
les saisons et d’autres facteurs tels que 1'état nutritionnel, les blessures et les diverses
maladies. Le taux de croissance moyen est d'environ 3 mm par mois pour les ongles des mains
et de 1 mm par mois pour les orteils. Un ongle sain se développe complétement (de la racine
jusqu'au bord libre) sur une période d'environ 6 mois pour les mains et d’environ le double
pour les pieds [Particle Sciences, 2009]. Les ongles se développent plus vite en été qu'en hiver
et plus vite chez les jeunes que chez les personnes agées. Habituellement, le taux de
croissance est associé a la longueur du doigt ; c'est-a-dire qu'il est le plus rapide (0,1 mm par

jour) pour le majeur et le plus lent pour le petit doigt [Standring et al., 2008].

4.2 L’étude des ongles en spectroscopie RPE

Dans le cadre d’une étude dosimétrique par spectroscopie RPE, il est indispensable de
caractériser les signaux intrinséques afin de bien discerner les composantes spécifiques a
I’irradiation ou au stress mécanique. L’objet de cette partie consiste a présenter 1’ensemble
des signaux observables en spectrométrie RPE dans les ongles, qu’ils soient sains ou irradiés,
ainsi que leur principales caractéristiques. Afin de faciliter la lecture de ce manuscrit, le

tableau 5 récapitule toutes les caractéristiques des signaux observés dans les ongles (page 80).
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4.2.1 Le signal endogene et les signaux mécaniquement-induits

Un spectre RPE d’un échantillon d’ongle sain, i.e non irradi¢, présente de nombreux
signaux qui se superposent les uns autres comme le montre la figure 30 et comme rappelé
dans le chapitre II Contexte et objectifs du travail de thése. Ceux-ci peuvent étre attribués a
des radicaux natifs (ou endogénes) dans la substance de l'ongle ou a des entités
paramagnétiques générées par le stress mécanique (processus de coupe ou de presse). Ces
derniers ont naturellement €ét¢ nommés « signaux mécaniquement induits » (MIS pour
« Mechanical Induced Signals ») dans de nombreuses publications scientifiques et, dans un
premier temps, sans aucune autre différenciation supplémentaire. La plupart de ces signaux
ont pour origine des radicaux formés le long du bord de cisaillement. Il a notamment été
suggéré que la rupture des ponts disulfures entre les molécules de cystéine adjacentes au sein
des fibres de kératine au moment de la coupe de 1’ongle pouvait mener a la production
d’espéces radicalaires soufrées expliquant 1’origine de certains de ces signaux mécaniquement

induits [Chandra et al., 1987, Symons et al., 1995, Black et al., 2010].
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Figure 30 Spectre RPE acquis en bande Q d'un ongle stressé¢ mécaniquement. Les 4 composantes
mécaniquement induites y sont représentées. En rouge I’acquisition spectrale a été effectuée sous atmosphére

inerte tandis qu’en noir sous atmosphére standard. Figure de Trompier et al., (2014).

L’ensemble de ces signaux a trés largement été étudié ces 3 derniéres décennies et il

en résulte une nomenclature fournie et disparate pour les définir. Je présenterai ici, de maniere
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succincte, ces différents signaux qu’ils soient mécaniquement induits ou endogénes et
spécifierai la nomenclature qui leur est associée. Aussi, pour €viter toute ambiguité, j’utilise
celle de référence définie dans « State of the art in nail dosimetry : Free radicals identification
and reaction mechanism » [Trompier et al., 2014] qui est actuellement la plus utilisée dans ce

domaine.

Le signal endogéne ou BKS :

Ce signal est défini par un singlet défini par un facteur g égal a 2,004 selon Trompier
et al., (2014) ou a 2,0068 selon Reyes et al., (2008). Ce dernier suggere que son origine est
directement liée aux contraintes mécaniques présentes au sein de ’ongle. Cependant, la
nature du signal responsable du signal endogéne reste encore inconnue. Ce signal endogene
est ¢également caractéris¢é par une stabilit¢ thermique relativement forte, jusqu’a 120 °C
[Trompier et al., 2014]. Il présente également une particularité en spectroscopie RPE : son
intensité est minimale directement apreés humidification dans 1’eau distillée puis elle augmente
d’un facteur 2 a 3 au cours des semaines suivantes et ce, de maniére reproductible [Zhang et
al., 2016, Reyes et al., 2008]. Les différences de hausse du signal seraient liées aux propriétés
intrinseques des ongles (variabilité inter-individu due a la composition biochimique, a la taille

de I’échantillon, a I’humidité intrinséque...).

Le signal mécaniquement induit n°1 ou MIS 1 :

Il est caractérisé par un large signal anisotrope de facteur g défini par g,=2,055,
22,024 et g;=1,998 et de constante de couplage hyperfin ay = 0,85 mT selon Trompier et
al., (2014). Reyes et al., (2008) I’appellent également MIS I et le définissent par g,=2,025 et
2,=2,010 avec une constante de couplage hyperfin ay=0,85 mT. Ce méme signal a été reporte
par Wilcox et al., (2010) avec un facteur g défini par g,=2,061, g,=2,025 et g;=2,000. Le MIS
1 est trés intense juste aprés la coupe de 'ongle puis disparait dans les 24 heures a
température ambiante. De plus, un simple traitement dans de I’eau distillée est suffisant pour
Iéliminer enti¢rement. L’attribution du MIS I la plus probante d’aprés Trompier et al., (2014)
et Black and Swarts (2010) est celle de radicaux perthiyls (R-S-S°) qui se forment sous
contrainte mécanique par la rupture de ponts disulfure entre deux molécules de cystéines

adjacentes. Ce modele proposé depuis longtemps [Sevilla et al., 1988, 1987] dans des
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solutions gelées (cystéine, glutathion et pénicillamine) est corroborée par les calculs de
« Density Functional Theory (DFT) » d’Engstrom et al., (2000) qui obtiennent des valeurs de

facteur g et de constantes de couplage hyperfin similaires.

Le signal mécaniquement induit n°2 ou MIS 2 :

Il est similaire au signal endogene, se caractérise par un singlet de facteur g défini par
2=2,004 selon Trompier et al., (2014) ou par g=2,003 selon Wilcox et al., (2010).
L hypothése concernant la nature du radical responsable de ce signal est un radical sulfonyl
de type RSO;'. En revanche, il a été montré que ce signal sature a faible puissance micro-onde
[Wilcox et al., 2010, Reyes et al., 2008], et qu’il peut étre entieérement éliminé par simple

humidification dans de I’eau distillée [Trompier et al., 2014, 2007].

Le signal mécaniquement induit n°3 ou MIS 3 :

C’est un signal instable définit par un doublet en g=2,004 avec une constante de
couplage hyperfin az=2,0 mT et ayant pour origine un radical centré sur un carbone dont
I’électron célibataire est couplé a 1 ou 2 protons [Trompier et al., 2014]. Ce signal a
également été observé par Wilcox et al., (2010) en g=2,007. Apres la coupe de I’ongle, il
n’est observable que pendant les 2 heures suivantes, et I’hypothese qui permettrait d’expliquer
cette décroissance est la réaction du radical avec le dioxygeéne ambiant. Cette décroissance
s’accélere en présence d’eau et une simple humidification permet de 1’éliminer [Trompier et

al., 2014].

Le signal mécaniquement induit n°4 ou MIS 4 :

Ce signal a été observé par Trompier et al., (2014) uniquement a la fréquence micro-

onde de 34 GHz (bande Q). Il agit d’un radical sulfinyl (R-S-O") défini par g,=2,025,
2:=2,008 et g;=2,0027 et de constante de couplage hyperfin ap=1,4 mT. Le MIS 4 est tres

intense en présence de dioxygene mais est trés faible en atmosphere inerte (azote).

4.2.2  Les signaux spécifiques a irradiation

Plusieurs études datant de ces derniéres décennies, et notamment celles réalisées a la

fin du 20e sie¢cle par Dalgarno et Symons, ont montré que l'exposition aux rayonnements
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ionisants de différents matériaux kératinisés (soie, laine, corne, sabot...), dont les ongles,
engendrait la création de radicaux libres stables sur une période relativement longue (de
quelques jours a plusieurs semaines) [Dalgarno et al., 1989, Symons., 1988]. Théoriquement,
il serait alors possible de réaliser une dosimétrie sur ce type de matériaux. [Reyes et al., 2012
et 2009, Black et al., 2010, Wilcox et al., 2010, Trompier et al., 2009]. Les protocoles qui ont

d’ores et déja été développés en dosimétrie RPE sont présentés en annexe.

Les signaux RPE créés a la suite d’une exposition aux rayonnements ionisants sont
nommés RIS dans la littérature scientifique pour « Radio-Induced Signals ». Ces signaux
présentent, comme nous allons le voir, des caractéristiques spectrales identiques aux signaux
mécaniquement induits selon la dose de rayonnement qui a été délivrée. L’objectif de cette
partie est de décrire ces différents signaux, a savoir dans quelles gammes de doses ils
apparaissent ainsi que leurs principales caractéristiques. Un tableau récapitulatif de
I’ensemble des signaux RPE observables dans les ongles (MIS, RIS, BKS) est fourni a la fin de

ce présent chapitre et fait office de synthése (tableau 5).

Les différentes composantes radio-induites :

Le signal résultant de I’irradiation est constitué¢ de plusieurs composantes (figure 31),
dont certaines n’apparaissent qu’au-deld d’un certain seuil de dose, généralement plusieurs
centaines de grays. Dans le cadre de cette thése de doctorat, nous nous intéressons aux
accidents radiologiques et, par conséquence, les doses d’intérét sont comprises entre 0 et 100
Gy (doses typiques dans ce type d’accidents). Dans cette gamme de dose, le signal radio-
induit global n’est composé que d’une seule composante isotrope définie par un facteur g de
2,004. Une ¢étude réalisée par Black et Swarts, (2010) a permis de montrer qu’au-dela d’une
centaine de grays, I’intensité du signal isotrope saturait rapidement et un nouveau signal
proportionnel a la dose apparaissait. Ce signal a ét¢é nommé RIS I par Trompier et al., (2014).
Toutefois, dans la gamme de dose d’intérét, nous n’observons jamais cette nouvelle

composante.

Pendant de nombreuses années, les mesures en spectroscopie RPE sur les ongles

¢étaient réalisées en bande X. Il faut noter qu’il est extrémement compliqué de différencier les
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signaux mécaniquement induits (MIS) de ceux spécifiques a I’irradiation (RIS) a cette
fréquence micro-onde. En effet, a cause de leurs caractéristiques spectrales similaires, ces
signaux se chevauchent et il devient trés compliqué de les différencier [Trompier et al., 2009,
Reyes et al., 2008]. Afin de remédier a ce probléme, des études ont été réalisées a plus haute
fréquence dans le but de séparer spectralement les différentes composantes. Romanyukha et
al., (2011) ont ainsi comparé les spectres RPE d’ongles irradiés et sains obtenus en bande X
avec ceux en bande Q. Cette étude a notamment permis de montrer que I’utilisation d’une
fréquence plus ¢élevée permettait, d’une part, d’obtenir un meilleur rapport signal sur bruit
pour de petits échantillons (2 mg en bande Q contre 20-30 mg en bande X) et d’autre part, de
mieux discerner les composantes spectrales. Cette meilleure résolution spectrale a notamment
permis d’identifier une nouvelle composante radio-induite (RIS 3 ayant les mémes

caractéristiques que le MIS 3) sans quelconque traitement numérique sous-jacent.
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Figure 31 Spectre RPE en bande X d'un ongle irradié a différentes doses. Les 5 signaux radio-induits RISy sont

représentés. Figure de Trompier et al., (2014).

Les propriétés des signaux radio-induits RIS 2 et RIS 5 :

De récents travaux en dosimétrie d’accident ont reporté la caractérisation de deux
signaux radio-induits présents entre 1 et 100 Gy : le RIS 2 et le RIS 5 respectivement définis
par un facteur g de 2,004 et 2,005 [Trompier et al., 2014]. Une étude menée sur plusieurs

¢chantillons d’ongles a notamment permis de montrer que l’intensité du RIS 2 variait
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linéairement avec la dose absorbée jusqu’a environ 125 Gy [Trompier et al., 2009] alors que
celle du RIS 5 variait de maniere parabolique avec la dose absorbée [Trompier et al., 2014]
comme le montre la figure 32. Il a notamment été suggéré que la dose pour laquelle I’intensité
du RIS 5 est maximale (appelée dose de saturation) est identique pour un individu donné et ce,
quelque soit I’ongle prélevé (mains, pieds). En revanche, une cohorte de 10 individus a été
¢valuée et montre une trés fort disparité de cette dose de saturation entre les différents

individus de 28 a 60 Gy [Marciniak et al., 2016].

0,020

0,018 4
600 | g
/!'/.’
- 0,016
500 -] -
3 -
3 - _ 0p14 -
Z 400 e b
Z -_'_." 2 00124
E 3040 7 < +
Z P - 0,010
B 2004 -
= 200 -~ .
z o 0,008 "
B - .
= oo 4 ,.—-'- +
P 0,008
y
&
o i
P 0,004 4
T T T T T T ! T ! ! '
0 20 40 60 80 100 120 140 (IJ I 'IIG l 20 3I0 '1I0 SIO
air kerma (Gy) Air k (Gy)
ir kerma (Gy,

Figure 32 : a) Variation de I’intensité pic a pic du RIS 2 en fonction de la dose exprimée en kerma dans ’air
(grays). b) Variation de I’intensité pic a pic du RIS 5 en fonction de la dose exprimée en kerma dans 1’air (grays).
Figures de Trompier et al., (2014).

Les signaux radio-induits RIS 2 et RIS 5 réagissent différemment au contact de 1’eau.
Si l’intensit¢ du RIS 2 diminue trés rapidement, voire disparait enticrement lors de
I’humidification de 1’échantillon, celle du RIS 5 reste stable. Les conditions de stockage des
¢chantillons post-accident ont donc un impact crucial sur la décroissance de la composante
radio-induite RIS 2 [Sholom et al., 2017, Zhang et al., 2016, Trompier et al., 2007]. Le fait de
stocker les échantillons a basse température, -20 °C [Trompier et al., 2007] ou sous vide
[Sholom et al., 2017] permet d’éviter cette diminution d’intensité. En revanche, si les
¢chantillons sont laissés a température ambiante (20 °C), alors I’intensit¢ du signal radio
induit RIS 2 diminue d’un facteur 2 en moins de 24 heures pour un taux d’humidité de I’ongle
initiale proche des taux in vivo (7 % massique) [Trompier et al., 2009]. 1l a également été
montré que la décroissance du signal est corrélée a la teneur en humidité de 1’ongle [Trompier

et al., 2009]. Ainsi, le RIS 2 est aussi stable qu’a basse température lorsqu’il est généré dans
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des ongles déshydratés mais décroit en quelques heures lorsque 1’ongle posséde un taux
d’hydratation de 10 % avant irradiation. Dés lors, on comprend qu’un simple lavage des
mains de la victime irradiée conduirait a une élimination partielle ou totale de la composante
RIS 2 ce qui est problématique et empéche d’envisager toute utilisation dans des conditions
réelles d’accident. Il est donc surprenant que la communauté scientifique continue a élaborer
des protocoles de dosimétrie RPE basés uniquement sur cette composante instable qu’est le
RIS 2 [Sholom et al., 2017 et 2016, Wang et al., 2015] sachant qu’il est trés rare qu’une
victime d’accident radiologique stocke spontanément ses ongles dans un congélateur ou sous
vide juste aprés I’irradiation. En 2014 pour palier ce probléme, I'IRSN a développé un
protocole de dosimétrie RPE pour les fortes doses (plusieurs dizaines de grays) en utilisant le
signal radio-induit stable mais trés peu intense, le RIS 5 et en se basant sur ce phénomene de

saturation du signal avec la dose [Trompier et al., 2014]. Ce protocole est présenté en annexe.

La nature des radicaux responsables du RIS 2 et du RIS 5 :

Concernant 1’origine des signaux radio-induits RIS 2 et RIS 5, seule 1’origine radicalaire du
RIS 2 a été étudiée au cours de ces dernieres années étant donné que le RIS 5 n’a été découvert
que récemment en 2014 [Trompier et al., 2014]. Dans un premier temps, Symons et al.,
(1995) ont émis I’hypotheése que le signal radio-induit global provenait d’un ensemble de
plusieurs signaux qui se superposent. L origine de ces signaux serait liée a des radicaux libres
secondaires intrinséquement stables, produits finaux de réactions chimiques faisant intervenir
les radicaux primaires radio-induits et I’environnement (dioxygéne, eau, molécules
voisines...) [Symons et al., 1995] sans donner davantage d’informations. D’apres les travaux
de Trompier et al., (2014) I’hypothese la plus probante pour expliquer I’origine radicalaire du
RIS 2 serait le radical sulfonyl RSO, hypothése en accord avec les calculs des facteurs g de
Sevilla et al., (1988, 1987). Enfin, Tipikin et al., (2016) montrent par le biais de calculs de
chimie quantique couplés a des mesures RPE a haute fréquence micro-onde (bande W, 90
GHz) que les facteurs g mesurés et calculés coincident avec ceux d’un radical semiquinone
anionique. Cette hypotheése n’avait pas ¢été retenue dans le passé car la semiquinone était
connue pour étre produite dans les tissus kératinisés par la dégradation de la mélanine qui
n’est pas présente normalement dans les ongles. Cependant Tipikin et al., (2016) ont montré

que d’autres mécanismes de production étaient connus, notamment en faisant intervenir les
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molécules de DOPA générées a partir de la tyrosine. Il aurait été néanmoins trés intéressant de
poursuivre cette étude par des simulations numériques pour conforter cette hypothese. Enfin,
les signaux RIS 3 et RIS 4 ont pour origine radicalaire les mémes radicaux que le MIS 3 et le
MIS 4 mais générés différemment [Trompier et al., 2014], a savoir respectivement un radical
centré sur un carbone et couplé avec 1 ou 2 protons pour le RIS 3, et un radical soufré pour le
RIS 4. 11 aurait été néanmoins tres intéressant de poursuivre cette étude par des simulations
numériques pour conforter cette hypothése. Enfin, les signaux RIS 3 et RIS 4 ont pour origine
radicalaire les mémes radicaux que le MIS 3 et le MIS 4 mais générés différemment [ Trompier
et al., 2014], a savoir respectivement un radical centré sur un carbone et couplé avec 1 ou 2

protons pour le RIS 3, et un radical soufré pour le RIS 4.

La problématique des faibles doses :

I1 est nécessaire d’insister sur le fait que 1’étude de la composante radio-induite stable,
le RIS 5, n’est pas chose aisée. En effet, ce signal centré en g = 2,004 se superpose a la fois a
une composante mécaniquement induite, le MIS 2, et également a une composante endogene,
le BKS, ce qui constitue une véritable difficulté dans 1’estimation des doses, et ’intensité
seule du RIS 5 est nettement inférieure a celles des autres composantes [Trompier et al.,
2014]. En ce sens, Reyes et al., (2012) ont observé qu’une conservation a l'air libre et a la
température ambiante des échantillons irradiés engendrait une augmentation du signal global
les 3-4 mois suivants jusqu’a saturation ou I’intensité valait 2 a 3 fois celle initiale. Ils ont
émis I’hypothése que I’augmentation du signal total est li¢ a la contribution des radicaux
mécaniquement induits qui augmente lors du séchage de 1’ongle. En d’autres termes, plus
I’échantillon est sec, plus les contraintes mécaniques au sein de celui-ci sont importantes, et
plus I’intensité¢ du MIS 2 I’est également. Ces mémes auteurs ont conclu que le niveau de
stress mécanique ainsi que la teneur en eau dans I’échantillon étaient des parametres cruciaux

dans I’estimation des doses et qu’ils affectaient la reproductibilité des mesures.

Afin de mieux discerner le RIS 5 des autres composantes, certains auteurs
recommandent de travailler sur des échantillons d’ongles préalablement traités dans 1’eau afin
de n’avoir que deux contributions dans les signaux RPE : le BKS et le RIS 5 et donc de

s’affranchir d’une quelconque contribution des signaux mécaniquement induits [Trompier et
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al., 2014]. Seulement, le signal endogene BKS et le signal radio-induit RIS 5 se superposent.
De plus, le BKS est a la fois trés variable et nettement plus intense que le RIS 5. Ainsi,
I’estimation des « faibles doses » (que nous considérons entre 0 et 10 grays dans notre étude)
est clairement problématique [Black et al., 2010, Romanyukha et al., 2010, Trompier et al.,
2009, Reyes et al., 2008]. Il y a la une véritable limite a 1’utilisation des ongles pour
déterminer les faibles doses regues par les victimes d’accident radiologiques d’autant plus que
des doses de seulement quelques grays provoquent d’ores et déja de graves effets
déterministes biologiques (5 Gy localisés au niveau des mains provoquent de grave brilures
radio-dermiques par exemple). Evidemment, dans des conditions de laboratoire et en ayant
mesuré les échantillons avant irradiation pour déterminer ’intensité du BKS, il est possible
d’estimer des doses de 1’ordre du gray. Cependant, dans des situations réelles, sans évaluation
préalable de ce dernier et compte tenu de sa variabilité, la limite de détection a été estimée a

2,1 Gy.

L’impact des produits chimiques :

Un autre facteur important qui peut affecter I'intensité des signaux radio-induits et, par
conséquent, les résultats de la dosimétrie, est I’influence des produits chimiques entrant en
contact avec les ongles avant ou pendant l'irradiation. Les effets des vernis et des dissolvants
sur le signal endogene, sans irradiation préalable ont été étudiés récemment [Trompier et al.,
2015]. La nature méme des radicaux présents dans les vernis a ongles différent d’une couleur
a l’autre et également selon les marques. Toujours est-il, les vernis étudiés rajoutent des
signaux parasites qui se superposent au signal endogeéne. Par chance, ces signaux sont
facilement éliminables par un simple traitement des ongles a ’acétone. Il pourrait étre
intéressant de poursuivre cette étude en caractérisant 1’impact de ces cosmétiques pendant
I’irradiation sur les signaux radio-induits et d’évaluer s’ils pourraient étre utilisé a des fins

dosimétriques si ces derniers présentent une réponse spécifique a la dose d’irradiation.

Le recours a des produits chimiques pour traiter les ongles avant la mesure RPE, en
agissant sélectivement sur [’intensit¢ d’une des composantes, pourrait éventuellement
permettre d’extraire, avec un protocole adapté, I’intensité du RIS 5. Des essais ont été réalisés

en ce sens et Romanyukha et al., (2007) ont montré que le traitement d’ongles irradiés dans
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une solution aqueuse de 0,1 M de dithiothréitol (DTT) suivi d’un ringage a I’eau puis d’un
séchage a I'acétone permettait de réduire d’un facteur 10 ’amplitude du signal RPE d’intérét,
et ce dans une gamme de dose de 0 a 8 Gy [Romanyukha et al., 2007]. Cependant, ce
traitement chimique modifie également I’intensité du signal radio-induit et également 1’allure
des courbes de réponse en dose. L’utilisation de réactifs chimiques pour extraire
sélectivement la composante radio-induite d’intérét (RIS 5) est un concept qui serait

intéressant de développer.

Dans une récente étude, Tipikin et al., (2016) en tentant d’identifier la nature
radicalaire du RIS 2, ont été surpris par la repousse d’un signal similaire lorsque 1’échantillon
d’ongle irradié était traité par une solution oxydante. Leurs investigations les ont menés a
irradier différents échantillons pour créer et mesurer le RIS 2, puis de le détruire par un
traitement dans I’eau et d’oxyder les échantillons avant d’effectuer une ultime mesure. Le
signal mesuré apres ce dernier traitement chimique était du méme ordre de grandeur que le
RIS 2 (les données ne sont toutefois pas fournies dans [’article) et les caractéristiques
spectrales étaient identiques a celle du RIS 2. Cependant, les auteurs n’ont observé aucune

corrélation avec la dose absorbée.
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En résumé :

Dans I’intervalle de dose qui nous intéresse, a savoir entre 0 et 100 grays, seuls deux signaux
radio-induits sont observables. L’un trés intense, dont 1’intensité varie linéairement avec la
dose absorbée, qui a ét¢ nommé RIS 2, et ’autre, le RIS 5, faible en intensité et qui varie de

maniere parabolique et dont la dose de saturation différe d’un individu a I’autre.

Le RIS 2 est assujetti a une forte décroissance liée au taux d’humidité ambiant et un simple
lavage a I’eau peut 1’éliminer complétement. Si certaines conditions de stockage permettent
de limiter sa décroissance, elles n’en demeurent pas moins compliquées a mettre en place
dans des conditions réelles d’accident, rendant illusoire tout espoir d’application en
dosimétrie RPE. En revanche, le deuxiéme signal spécifique a I’irradiation, le RIS 5, est
résistant a 1’eau et il est envisageable de 1’utiliser en dosimétrie. Le probléme majeur réside

dans le fait qu’il est peu intense et qu’il se superpose a I’intense signal endogéne BKS.

Si un protocole d’estimation des fortes doses (supérieures a 10 Gy) a été mis en place

récemment, principalement pour les situations d’irradiation localisée aux mains, il n’en

Y

existe pas a ce jour pour les doses plus faibles. Notons également qu'un tel protocole

pourrait éventuellement avoir un role déterminant dans le cas d’irradiation corps entier.
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Tableau 5 : Caractéristiques des différents signaux observables par spectroscopie RPE dans les ongles [Trompier

etal., 2014]
Origine du Caractéristiques Origine ) ) o
) Nomenclature o Propriétés physico-chimiques
signal spectrales radicalaire
Stable thermiquement
Endogene BKS g=2,004 Inconnue Intensité liée au taux d’humidité
(réversible)
g, =2055
g:=2,024 ,
MIS 1 RSS’ Eliminable avec H,O
g;=1,998
ay = 0,85 mT
MIS 2 g=2,004 RSO, Eliminable avec H,O
Stress .
— g=2004 C’couplé avec 1 Eliminable avec H,O et au
mécanique MIS 3
ag=2,0mT ou 2 protons contact d’O;,
g1=2025
g:= 2,008 ,
MIS 4 RSO’ Eliminable avec H,O
g;=2,003
ag = 1 ,5 mT
g, =2,055 ,
Eliminable avec H>O
g2, =2,024
RIS 1 RSS’ Apparait aux fortes doses (> 100
g;=1,998
Gy)
ag = 0, 85 mT
Eliminable avec H,O
RIS 2 g=2005 RSO, Dominant pour doses d’intérét (0
— 100 Gy)
Eliminable avec H,O
g=2,004 C’ couplé avec 1
) RIS 3 Apparait aux trés fortes doses (>
Irradiation ay=2,0mT ou 2 protons
1000 Gy)
g, =2,025 ,
Eliminable avec H,O
g:=2,008
RIS 4 RSO’ Apparait aux fortes doses (> 100
g;=2,003
Gy)
ag = ] ,5
Stable thermiquement résistant a
I’eau
RIS 5 g=2004 Inconnue

Apparait aux doses d’intérét (0 —

100 Gy)
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5 Les dispositifs d’irradiation a PIRSN

Dans le cadre de notre sujet d’étude, les échantillons ont souvent di étre irradiés afin
de générer les radicaux radio-induits définis dans le chapitre précédent. Pour ce faire, nous
avons eu recours a plusieurs types de source de rayonnements qu’ils soient ionisants ou non.
Concernant les rayonnements ionisants, il s’agissait d’une source de "“'Cs émettrice de
photons gamma avec une énergie moyenne de 0,66 MeV, ou bien d’un générateur de rayons
X de haute énergie, typiquement 20 MV (installation « Alphé » a I'IRSN). L’¢étude sur les
rayonnements non-ionisants a ¢té réalisée a 1’aide d’une lampe UV générant des UVA (365
nm), UVB (302 nm) et UVC (254 nm) avec une fluence énergétique respectivement égale a

1,85 mW.cm?, 11,14 mW.cm™? et 1,93 mW.cm™.

La réponse des signaux radio-induits en fonction de la nature (photons, €lectrons,
protons, neutron...) ou de 1’énergie des rayonnements incidents n’a pas été étudié¢e. En régle
générale, les matériaux utilisés dans le cadre de la dosimétrie par spectroscopie RPE
présentent des rendements radiolytiques bien différents selon le type de particules ou de
I’énergie des rayonnements incidents [Trompier, 2012]. Il a ét¢é montré que les rendements
associés aux neutrons était nettement inférieurs a ceux associés aux photons [Trompier et al.,
2008, Hervé et al., 2006]. Or, la plupart des accidents radiologiques rencontrés jusqu’a
présent impliquent principalement des rayons y ou X et c’est la raison pour laquelle nous

avons principalement irradié nos échantillons a 1’aide de ce type de sources.
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6 Le choix des outils de traitement des spectres RPE

6.1 Les logiciels de simulation spectrale

Il existe un certain nombre de logiciels dédiés a la simulation des spectres RPE tels
que Easyspin [Stoll & Schweiger, 2006] WinSim [Duling et al., 1994] tous deux gratuits mais
non libres ou encore Xsophe, SpinFit et SimFonia qui sont des logiciels commerciaux non

libres développés par la société Bruker.
6.1.1 Les logiciels commerciaux Bruker

Une étape fondamentale dans le processus d’analyse des données est I’obtention de
simulations fiables et robustes des spectres RPE étudiés. A 1’époque, cette démarche
nécessitait le développement de programmes de simulation spécifiques au systéme étudié.
Afin de surmonter de telles limitations, la société Bruker commercialise un ensemble de
logiciels de simulations spectrales pour répondre aux besoins de simulations des chercheurs
en spectroscopie RPE. A ce jour, on retrouve les logiciels Xsophe, SpinFit et SimFonia. Ils
permettent de simuler des systémes complexes en onde continue. Ces logiciels reposent sur la
théorie des perturbations et prennent en compte un grand nombre de parametres RPE pour
fournir la meilleure description du spectre mesuré. Les matrices de facteurs g, les constantes
de couplage hyperfin et autres parametres peuvent étre ajustés avec une flexibilité totale. 1l
existe ¢également des routines permettant 1’estimation de la concentration des spins

électroniques au sein du systeme étudié.
6.1.2  Easyspin

Easyspin est un outil de simulation spectrale et d’analyse en RPE gratuit mais non
« open-source » et développé sous Matlab par le Dr. Stefan Stoll en 2006 [Stoll & Schweiger,
2006]. Easyspin fournit de nombreuses fonctionnalités étendues en spectroscopie RPE, allant
de la physique des spins ¢lémentaires a I’analyse de données. En outre, il fournit des routines
pour la simulation de spectres RPE a 1’¢tat liquide et solide (figure 33). Ces fonctions de
simulation sont basées sur une série d’algorithmes présentés comme novateurs par

I’amélioration de la portée, de la vitesse et de la précision des simulations spectrales réalisées.
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Rappelons qu’il est nécessaire que 1’utilisateur connaisse les caractéristiques spectrales de
’entité paramagnétique étudiée, et ce afin de pouvoir la simuler car, a ce jour, il n’existe pas
de base de données universelle. La structure de cet outil numérique ainsi que son contexte
théorique sont présentés dans la série d’articles suivants : [Stoll & Schweiger, 2006, Stoll &

Britt, 2009, Stoll, 2015].

EzyFit

Function pepper
Parameters |

Name best currsﬂt‘ center | vary

I
|
Method
Target Stop
Scaling p———
Startpo
log10irmsd)
N L5 RMSD: 0.0241095
. 151 38 24110602 5.34331e-03
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I e L6
Parameter sets |
\ U

Figure 33 : Capture d’écran d’une simulation spectrale via Easyspin sur un spectre expérimental d’un cofacteur a

Mo d’une protéine a 55 K. Source : VIe Ecole Thématique de I’ARPE, Obernai, 2016.

L’écart moyen entre le modele théorique (simulation spectrale) et le spectre
expérimental est un indicateur pour voir a quel point le modéle théorique représente
correctement 1’expérience. On appelle cet indicateur le RMSD ou « Root Mean Square

Deviation » (équation 23) :

(23)

ou X; et Y; sont respectivement les i-émes ordonnées du spectre expérimental et

simulé et N le nombre total de points échantillonnés.
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6.1.3 EPR-WinSim

Le National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) a également produit
un logiciel gratuit mais non « open-source » pour I’analyse par spectroscopie RPE depuis
1983. Ce logiciel permet, comme ses semblables, de simuler de nombreux spectres RPE afin
de valider d’éventuelles hypothéses quant a la nature des entités paramagnétiques étudiées.

Cependant, le logiciel n’a pas été mis a jour depuis 2011.

Pour ce travail de thése, j’ai choisi I’outil de simulation spectrale Easyspin. En effet, tous
mes traitements numériques se font sous Matlab et Easyspin, qui a largement fait ses preuves

au sein de la communauté RPE, utilise également cette plateforme.

6.2 L’outil de traitement numérique Chebfun

L’analyse et la manipulation de données discrétes digitalisées soulévent plusieurs
questions comme rappelé dans la partie « 4.2 Les difficultés liées a I’analyse des spectres RPE
des ongles ». En effet, I’opérateur peut avoir des doutes quant aux réelles valeurs d’absorption
mesurées ainsi que dans les zones ou aucun point n’a été échantillonné. En pratique, chaque
laboratoire développe et utilise ses propres pratiques d’analyse pour pallier cette difficulté.
Ainsi se pose la problématique suivante : comment traiter un ensemble de données

discretes de maniére univoque, reproductible, fiable et si possible, rapidement ?

Dans le cadre de cette thése de doctorat, j’ai eu I"opportunité de collaborer avec
I’IRCP de Chimie-ParisTech qui, par de récentes études dans le domaine de I’imagerie RPE
[El Afrit et al., 2016], a montré qu’il était possible de limiter ces difficultés d’analyse a ’aide
de la « technologie Tchebychev » présentée ici. L’objet de cette partie n’est pas de rentrer
dans d’exhaustives et rigoureuses démonstrations mathématiques mais simplement de faire
ressentir au lecteur cette vision particuliére de traiter des fonctions plutét que des données
discretes. En ce sens je tente d’expliquer avec des termes simples le concept de base sous-

jacent a cette technique et surtout de convaincre quant a son réel intérét en spectroscopie RPE.
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Nous expliquerons ici les différentes étapes pour représenter des spectres RPE
théoriques sous forme de fonctions mathématiques uniques et propres a chacun d’eux. Le

traitement numérique des spectres expérimentaux sera présenté plus loin dans le chapitre.

Les débuts de la « technologie Tchebychev » remontent au mathématicien russe
Pafnuty Tchebychev (1821-1894) et a ses descendants mathématiques tels que Zolotarev et
Bernstein (1880-1968). Ces scientifiques ont réalisé¢ que tout comme les séries de Fourier
fournissent un moyen efficace de représenter une fonction périodique lisse, les séries de
polynémes de Tchebychev peuvent faire la méme chose pour une fonction lisse non
périodique. Le projet Chebfun a débuté en 2002 a 1I’Université d’Oxford avec Zachary Battles
et Nick Trefethen [Driscoll et al., 2014]. Un « chebfun » est une fonction d’une unique
variable et définie sur un intervalle [a, b]. La particularit¢ d’un chebfun est de traiter les
fonctions exactement de la méme maniere que les vecteurs sous Matlab. L’avantage majeur
d’un chebfun est qu’il permet de transformer une fonction continue quelconque en une
fonction polynomiale nettement plus simple a appréhender. De plus, les polyndmes de
Tchebychev, contrairement aux autres techniques d’interpolation, minimisent les oscillations
entre les points échantillonnés. Notons également qu’un des points forts de Chebfun est qu’il
permet de trouver automatiquement le bon degré du polyndme dans le but de représenter
chaque fonction avec une précision machine, ¢’est-a-dire a 107'"° [Battles and Trefethen, 2004,

Platte and Trefethen, 2008, Trefethen, 2015].

L’approche d’un chebfun est la suivante : représenter approximativement (a la précision
machine soit a2 10" prés) une fonction continue quelconque par une fonction
polynomiale. En ce sens, I’approche originale qui a ét¢ développée a I’IRCP de Chimie-
ParisTech est la suivante : un ensemble de données expérimentales peut €tre représenté
par un unique polyndome et les résultats obtenus a I’aide de cette fonction sont les
mémes que ceux obtenus a partir des données brutes au bruit prés. Mais alors, quel est
I’intérét de passer par une telle transformation si les résultats finaux sont identiques au bruit

pres ? Le dernier chapitre de ce manuscrit apportera ces réponses.
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6.2.1

La représentation des spectres sous forme de polynomes de Tchebychev

Considérons un spectre RPE théorique quelconque défini par les facteurs g donnés par

2:=1,9950, 2,=2,0120 et g;=2,0440, de largeur de raie égale a 2,00 mT et échantillonné

uniformément sur 100 points comme présenté dans la figure 34. Le choix du spectre RPE n’a

pas d’importance puisqu’il s’agit simplement d’illustrer le potentiel de 1’outil numérique

Chebfun.
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Figure 34 : Spectre RPE théorique rhomboédrique défini par les facteurs g suivants, g,=1,9950, g,=2,0120,

2:=2,0440, une largeur de raie de 2,00 mT et échantillonné uniformément sur 100 points

L’utilisation de I’outil numérique Chebfun sous Matlab permet de générer, a partir

d’un ensemble de données discrétes, une seule et unique fonction polynomiale dite de

Tchebychev si I’échantillonnage a été réalisé sur des points particuliers appelés « nceuds de

Tchebychev » (équation 24). :

im

N

x;=—cos(—) , 0<i<N

(24)

Lors d’une expérience de spectroscopie RPE, le champ magnétique B est balayé

uniformément sur N points dans un intervalle [a, b] tel que B

i,uniforme —

a+
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i€[0,N] et a chaque valeur du champ magnétique B est associée une valeur

i,uniforme

d’absorption notée y.. En revanche, lorsqu’on considére un échantillonnage sur les nceuds de

Tchebychev, les valeurs du champ magnétique pour lesquelles 1’absorption y; va étre mesurée

sont différentes : B —1(a+b)—%(b—a)cos(i%) avec i€[0,N] . La figure 35

i,Tchebychev — E

représente ces deux méthodes d’échantillonnage.

Echantillonnage uniforme
1240 - Echantillonnage sur les noeuds de Tchebyshev Rty

T
.
.

1230
1220 -

1210

1200

Valeurs des abscisses, mT

1190 |

1180 &+ ase=f I I I I I 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Nombre de points échantillonnés, s.u

Figure 35 : Représentation de 1’échantillonnage uniforme (en bleu) et sur les nceuds de Tchebychev (en rouge)

sur 100 points.

L’approche « Relativistic Sampling Principle » (RSP) développé par Yann Le Du a
I’IRCP de PSL-Chimie ParisTech en 2018 [Le Du et al.,, 2018] permet de passer d’un
¢chantillonnage uniforme a un échantillonnage sur les nceuds de Tchebychev via la relation

25.
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=a +7(b—a) I donc i=
N

i,uniforme

(Bi,uniforme_ G) N

B (b—a)

Dans le cadre du RSP, on utilise un « boost » qui consiste a remplacer i dans

I’échantillonnage sur les nceuds de Tchebychev de la fagon suivante :

(25)
1 1 Bi,uniorme_a
Bi,TChebycheVZE(a-'-b)_E(b_a)COS<WN§>
1 1 Bi,uni orme_a
Bi,TchebycheVZE(a-i-b)_E(b_a)Cos(ﬁ J'C)

Ainsi, il est parfaitement possible de passer simplement d’un échantillonnage uniforme a un
échantillonnage sur les nceuds de Tchebychev grace a la relation 25. De plus, connaissant les
ordonnées du spectre {y;} aux points échantillonnés, il est possible de générer une unique

fonction polynomiale, notons la p , dont les valeurs en dehors des nceuds B sont

Tchebychev
déterminées par la formule d’interpolation barycentrique de Salzer [Salzer et al., 1972]

(équation 26) :

i X

_i=0 i
P(X)—ﬁ

(26)

N
w.
Z _Ix'yz'
X;

i=0 X

i

avec W= sii=0ouN, w;=—1" sinon.

En d’autre termes, on connait les valeurs d’absorption aux points échantillonnés mais

¢galement en dehors de ces points.

L’outil numérique Chebfun nous permet donc de passer d’un ensemble de données
discretes a une seule et unique fonction polynomiale p comme le montre la figure 36. La

différence entre les ordonnées originales {y;} aux abscisses B et les valeurs

i,uniforme

P(Bi tenenysnev) €St également représentée dans la figure 36.
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Figure 36 : a) Spectre RPE théorique original échantillonné uniformément sur 100 points (points noirs) et
polynome de Tchebychev associé (rouge). b) Histogramme des résidus entre le spectre original et la fonction
polynomiale interrogée aux nceuds de Tchebychev. La majorité des résidus est centrée autour de -5,19.107'° qui
est inférieur a la valeur caractéristique de la précision machine (107%).

La distribution de la différence entre les ordonnées du spectre original {y;} et les
valeurs p(B,»,Tchebyshev) est centrée autour de 107", valeur caractéristique de la précision
machine. En d’autres termes, la fonction polynomiale p permet de représenter les
ordonnées d’origines {y;} a 10" prés en plus de permettre I’estimation des valeurs
d’absorption dans les zones ou il n’y a pas de points échantillonnés. Pour ce faire, il suffit
d’interroger la fonction p a I’abscisse souhaitée. Remarquons déja qu’en dehors des points
échantillonnés, la précision ne sera évidemment pas de 10™'° prés mais sera évaluée au bruit

comme nous le montrerons.

L’outil Chebfun permet de représenter un ensemble de données discrétes propres aux
spectres RPE par une unique fonction polynomiale si I’échantillonnage a été¢ effectué sur les
nceuds de Tchebychev. En régle générale, 1’échantillonnage étant uniforme, il a fallu
développer une approche dite « Relativistic Sampling Principle » [Yann Le Du et al., 2018]

pour générer les valeurs en ces nceuds particuliers. Le traitement numérique d’une fonction

mathématique polynomiale satisfait aux critéres de reproductibilité, fiabilité et rapidité.
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Avant la mise au point du RSP qui suppose des transformations par boost d’un
« référentiel d’échantillonnage » a autre, il existait une autre fagcon de traiter les données

échantillonnées uniformément comme nous allons le voir.

6.2.2  Les polynomes de Tchebychev « uniformes »

Georges Klein a implémenté en 2011 dans Chebfun 1’algorithme d’interpolation
d’Hormann-Floater [Floater & Hormann, 2007] qui permet de générer les polyndmes de
Tchebychev a partir d’ensembles de données discrétes échantillonnées uniformément. Pour
travailler avec les données échantillonnées uniformément, il est nécessaire de connaitre les
valeurs aux nceuds de Tchebychev. Or, n’ayant les valeurs qu’aux nceuds uniformes, une
interpolation de ces valeurs aux noeuds de Tchebychev doit étre effectuée pour ensuite générer
les polyndmes de Tchebychev que nous appellerons « Polynomes de Tchebychev
uniformes ». Le lecteur désirant obtenir de plus amples informations peut se référer aux
travaux d’Hormann et Floater [Floater & Hormann, 2007] et a ceux de Driscoll, Hale et

Trefethen [Discroll et al., 2014].

La figure 37 représente le spectre théorique, de la partie précédente (34), échantillonné
uniformément ainsi que son « Polynéme de Tchebychev Uniforme » associ¢. La distribution
des résidus, a savoir la différence entre les ordonnées du spectre original {yi} et les valeurs

p(B,-’um.forme) , y est également représentée.
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Figure 37 : a) Spectre RPE théorique échantillonné uniformément sur 100 points (points noirs) et son polynome
de Tchebychev associé (rouge). b) Histogramme des résidus entre le spectre original et la fonction polynomiale
interrogée sur les neeuds de Tchebychev. La majorité des résidus est centrée autour de 2,96.107'° qui est inférieure

a la valeur caractéristique de la précision machine (10°).

Cette nouvelle version du polynome de Tchebychev permet de manipuler cette
fonction directement aux abscisses du champ magnétique échantillonnées uniformément.
Cette approche ne nécessite pas de changement de référentiel comme c¢’est le cas du RSP mais

nécessite cependant une interpolation [Floater & Hormann, 2007].

De plus, les polyndmes de Tchebychev « uniformes » ne nécessitent que quelques
centaines de points échantillonnés alors qu’en pratique, les spectres RPE sont acquis avec
plusieurs milliers de points expérimentaux (selon I’intervalle du champ magnétique balayé¢).
Autrement dit, pour obtenir un spectre RPE de qualité « similaire » au polynome de
Tchebychev obtenu sur un spectre RPE de 100 points, il faudrait effectuer une acquisition

spectrale avec une infinité de points ce qui n’est pas réalisable en pratique (figure 38).
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Figure 38 : a) Spectre RPE échantillonné uniformément sur 100 points et le polynome de Tchebychev associé.
b) Spectre RPE échantillonné uniformément sur 100 000 points et le polyndme de Tchebychev associé au spectre

échantillonné sur 100 points.

Maintenant, comment peut-on extraire les variables d’intérét que sont, par exemple,
I’intensité du spectre (aire sous la courbe d’absorption), les amplitudes des signaux ou bien les
largeurs des raies ? Avec cette fonction polynomiale p , c’est trés simple, il suffit
d’exécuter les commandes basiques de Matlab, a savoir « min», « max», « cumsum »,
«diff » et « sum » qui, respectivement, permettent d’obtenir les ordonnées maximales ou
minimales avec leurs abscisses associées, la primitive ou la dérivée du spectre RPE, et de
calculer simplement les aires sous ces courbes, dans I’intervalle choisi. En ce sens, la figure

39 permet d’illustrer les spectres d’absorption et les 17 et 2¢ dérivées du spectre RPE et le

tableau 6 répertorie les variables d’intérét extraites. Le traitement numérique satisfait aux

critéres de reproductibilité, fiabilité et rapidité.
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Figure 39 : Représentation du spectre RPE théorique original a I’aide de polynéome de Tchebychev. La primitive
et la dérivée du spectre RPE sont obtenues instantanément et simplement a 1’aide de commandes basiques de

Matlab. a) Spectre d’absorption b) 1°* dérivée c) 2™ dérivée.

Tableau 6 : Extraction de certaines variables d’intérét du spectre RPE théorique a I’aide de la transformation des

données discretes en polyndmes de Tchebychev.

Variable d’intérét Valeurs calculées a 1’aide des polynomes de Tchebychev

Intensité (u.a) 34.83
83 u.a

(Spectre absorption, a)

Largeurs des raies (mT) 502 mT
,02 m

(Spectre 1% dérivée, b)

g1=2,044 et H,=0,340 u.a
2=2,012etH,=0,676 u.a
g3=1,995 et H; = 0,458 u.a

Facteurs g (s.u) et amplitude « pic a pic » (u.a)

(Spectre 1% dérivée, b)

Au bilan, la transformation de données discretes en polyndmes de Tchebychev a I’aide
du « Relativistic Sampling Principle » (RSP) est théoriquement plus solide car elle permet de
générer ces fonctions sur les nceuds théoriques de Tchebychev contrairement a 1’algorithme
d’Hormann-Floater qui les calcule en effectuant une approximation a partir des nceuds

équidistants.
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Les résultats obtenus a 1’aide des deux techniques sont similaires puisque que nous
nous intéressons aux données RPE au bruit prés et non a la précision machine pres
(actuellement, une précision a 10" prés sur une amplitude ou une largeur de raie n’est pas
exigée). De plus, 'utilisation du RSP nécessite un changement de référentiel qui rend les
calculs d’extraction des variables plus compliqués. En ce sens, il faudrait intégrer ce
changement de référentiel automatique dans les algorithmes de traitement numérique sous
Matlab. Au cours de ce travail de thése, malheureusement, nous n’avons pas pu développer
toutes les idées que nous aurions voulues. Toutefois, il est envisageable de les réaliser par la

suite.

Nous possédons un outil numérique, Chebfun, permettant de représenter un ensemble
de données discrétes propres a 1’acquisition du spectre RPE en une unique fonction
polynomiale. Le traitement numérique d’une telle fonction est élémentaire, et I’extraction de
variables d’intérét vérifie les critéres de reproductibilité, fiabilité, rapidité et surtout non
opérateur-dépendante. L’outil Chebfun constitue un concept novateur et prometteur
notamment pour la création de base de données universelle ou pour harmoniser les protocoles
d’extraction de paramétres RPE inter-laboratoires a 1’échelle internationale. Enfin, la
génération des polyndmes de Tchebychev des spectres RPE ne requicre seulement quelques
centaines de points échantillonnés. Or, en pratique, on acquiere généralement plusieurs
milliers de points expérimentaux (selon I’intervalle de champ magnétique balayé¢). Ainsi, cet
outil pourrait permettra de faire gagner un temps considérable d’autant plus que le temps est

un parametre crucial en dosimétrie RPE d’accident radiologique.
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1 Introduction

En cas d'irradiations aigués localisées au niveau des mains, il est relativement compliqué
d'estimer les doses de rayonnements ionisants regues par la victime avec les méthodes de
dosimétrie existantes et ce, notamment en cas de préhension de sources radioactives. Les
scénarios €tant complexes, la reproduction numérique de I’accident s’avere également délicate
a mettre en ceuvre. Jusqu'a présent, seule l'analyse RPE de prélévements osseux pouvait
fournir une information dosimétrique robuste mais avec un champ d'application limité (celle-
ci étant possible apres amputation). Afin de pallier cette difficulté, de nombreux chercheurs
¢tudient la possibilit¢ d’extraire ces informations cruciales en dosimétrie RPE a I’aide
d’autres matériaux. A ce titre, les ongles offrent de nombreux avantages tels que, pour ne citer
queux, la facilit¢ de prélévement et une cartographie de la dose aux extrémités.
L’information dosimétrique est d’autant plus pertinente qu’elle est fournie au plus tot avant
méme D’apparition des premiers signes cliniques post-irradiation. La victime pourra ainsi
bénéficier rapidement des traitements les mieux adaptés. Cependant, 1’analyse des spectres
RPE des ongles reste difficile et de nombreux parameétres influent a la fois sur la production

des radicaux et leur stabilité dans le temps.

Toutefois, de récents travaux ont permis d’estimer les doses recues par plusieurs
victimes d’accidents radiologiques [Trompier et al., 2014, Romanyukha et al., 2014] en
utilisant leurs ongles. Si ces protocoles ont fourni des résultats jusqu’alors cohérents, leur
validation reste a faire et le délai d’expertise constitue en revanche une véritable limite quant
a leur mise en place systématique. Par ailleurs, aucun protocole opérationnel, a ce jour, ne
permet d’estimer des doses comprises entre 0 et 10 grays ce qui est problématique puisque les
Iésions radio-induites surviennent dés quelques grays. Certaines études récentes [Sholom et
al., 2016, Choi et al., 2014, Trompier et al., 2007] ont montré qu’il était effectivement
possible d’estimer des faibles doses mais seulement en condition de laboratoire. En effet,
I’ensemble de ces protocoles se basent sur le signal radio-induit instable RIS 2 et, étant donné

qu’un simple lavage des mains suffit a le détruire, on comprend que de tels protocoles se
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voient inutilisables en pratique. Il existe cependant un signal radio-induit stable, le RIS 5, qu’il
est possible d’utiliser a des fins dosimétriques. Toutefois, le probléme des faibles doses réside
dans le fait que ce signal radio-induit stable posséde les mémes caractéristiques spectrales que
le signal endogéne. En d’autres termes, ces signaux se superposent et sont indiscernables I'un
de I"autre. Un des objectifs de I’étude présentée ici est de caractériser le signal endogéne et le
signal radio-induit stable afin de développer une nouvelle approche qui permettrait
I’estimation des faibles doses entre 0 et 10 Gy et d’optimiser le protocole des plus fortes doses
(> 10 Gy). Ainsi, il est fondamental d’étudier et de caractériser le signal endogéne BKS et
cette étude constitue la premiere partie de ce chapitre IV. Par la suite, sur la base de ces
résultats, nous nous intéresserons aux signaux radio-induits RIS 2 et RIS 5 et nous verrons s’il
est envisageable de proposer de nouvelles approches expérimentales permettant 1’estimation
de faibles doses entre 0 et 10 Gy applicables dans des conditions réelles d’accident

radiologique.
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2 Le signal endogene BKS

Le signal endogene, également connu sous le nom de « Background Signal (BKS) »
dans la littérature, est un signal RPE isotrope (ou singlet) défini par un facteur g égal a 2,004
en bande X [Trompier et al., 2014]. Ce signal est persistant méme apres traitements chimiques
[Romanyukha et al., 2007] et son intensit¢ varie avec un grand nombre de parametres
(humidité, température, conditions de stockage ...) [Sholom et al., 2017, Marciniak et al.,
2016, Zhang et al., 2016, Sahiner et al., 2015, Trompier et al., 2014, Reyes et al., 2012, 2008].
Il est également intéressant de souligner le caractere original de ce signal : son intensité est
minimisée apres traitement dans 1’eau puis elle augmente jour apres jour jusqu’a atteindre une
saturation (environ 2 & 3 fois I’intensité initiale) au bout d’une dizaine de jours de séchage a

I’air libre [Trompier et al., 2014, Reyes et al., 2008] (figure 40).
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Figure 40 : Evolution du spectre RPE du signal endogéne d’un prélévement d’ongle sain apres

traitement dans ’eau distillée pendant 1 heure puis séchage a 1’air libre.

Ce phénomene est reproductible et répétable sans limite apparente (figure 41). Peu de

matériaux paramagnétiques, a notre connaissance, présentent cette particularité.
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Figure 41 : Variation de I’intensité du signal endogeéne BKS en fonction du nombre de

traitements dans 1’eau distillée. Source : Trompier, 2012.

Par conséquent, il est indispensable de contrdler et maitriser le taux d’humidité de

I’échantillon lors de I’étude de ce signal endogene BKS.

Outre le BKS, il existe un autre signal qu’on pourrait également qualifier d’endogéne
qui est le manganése Mn*" (« 4.1 L’étude des ongles en spectroscopie RPE »). Le manganése
possede un facteur g=2,0012+/-0,0002 [Yordanov et al., 1999] proche de celui de 1’¢lectron
libre et la 3°™ et 4°™ raie RPE de celui-ci sont réparties de part et d’autre du signal endogéne.
Ce dernier point est intéressant car, connaissant le facteur g du Mn*" (souvent utilisé comme
¢talon interne), il nous est possible de recaler les facteurs g des spectres RPE des ongles pour
les analyses et simulations de spectres par exemple. Concernant les signaux parasites, une
¢tude récente a été¢ menée sur les signaux RPE des vernis a ongles [Trompier et al., 2015]. Les
signaux RPE générés par les vernis a ongles dépendent bien évidemment de leur composition
chimique, et certains présentent des signaux super-paramagnétiques trés intenses (notamment
ceux de I’oxyde de Fer) et de largeur de raie trés importante qui empéchent toute observation
des signaux RPE des ongles. Toutefois, il a ét¢ montré que ces signaux étaient facilement

¢liminables par simple traitement a 1’acétone et ils ne constituent donc pas de réels problémes
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concernant la dosimétrie RPE des ongles. Enfin, les ongles sont des bio-accumulateurs de
métaux lourds [Parizanganeh et al., 2014, Sukumar et al., 2007, Rodushkin et al., 2000] et de
produits chimiques [Zariyantey et al., 2017]. Ils sont également révélateurs de 1’alimentation
[Keen et al., 1999, Johansson 2011] et de la santé¢ des individus [Sureda et al., 2017, Takagi et
al., 1988]. Ainsi, il est probable de mesurer des signaux « endogénes » qui, en réalité, seraient

« parasites » car générés par une contamination interne.

Toutefois, pour les prélevements de la majorité des individus, les seuls signaux RPE
endogénes observables avec un facteur g proche de 2 sont le manganése Mn*" et le BKS.
Concernant la dosimétrie RPE des ongles, la problématique réside dans le fait que le signal
endogeéne BKS possede les mémes caractéristiques spectrales que le signal radio-induit stable
RIS 5 [Trompier et al., 2014] comme mentionné précédemment. Ainsi, toute fluctuation du
signal endogeéne BKS engendre une variation du signal global (regroupant le BKS et le radio-
induit RIS 5) et constitue, par conséquent, une source d’incertitude supplémentaire pour
I’estimation de l’intensité du RIS 5 et donc de la dose estimée. Ainsi, il est nécessaire de
caractériser ce signal endogéne BKS dans 1’optique de développer de nouvelles approches
permettant une estimation fiable et robuste des doses de 1’ordre du gray dans le cas
d’accidents radiologiques réels. En ce sens, une étude du signal endogeéne BKS a été entreprise
en spectroscopie RPE bande X et bande Q. Les principaux objectifs de cette partie sont les

suivants :
1. Identifier la nature du radical a I’origine du signal endogeéne BKS ;
2. Evaluer la variabilité du signal endogéne BKS 4 la fois qualitativement, dans la forme
des spectres, et quantitativement, en intensit¢ pour un méme individu et pour
différents donneurs. Nous verrons également comment varie ce signal au cours du

temps et selon I’extrémité de prélévement (mains, pieds, doigts) ;

3. Etudier I'influence des parameétres extérieurs tels que 1’exposition a la lumiére du jour,

la température mais également les conditions de conservation des échantillons.
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2.1 Variabilité spectrale du signal endogéne BKS

A notre connaissance, aucune étude publiée ne concerne la variabilité que ce soit en
intensité ou dans 1’allure de ce signal. Pourtant, étant donné que le BKS se superpose aux
signaux radio-induits RIS 2 et RIS 5, on comprend I’importance d’une telle étude. La
signature spectrale du signal endogéne BKS est-elle la méme pour tous les individus ?
Afin d’avoir une vision plus claire de I’allure de ce signal, nous avons étudié¢ un ensemble
d’échantillons provenant de 30 donneurs différents. La figure 42 représente le signal RPE
endogéne BKS typiquement observé sur des échantillons d'ongles sains et non irradiés

mesurés par spectroscopie RPE a la fois en bandes X et Q.
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Figure 42 : Spectre RPE d’un ongle sain préalablement traité dans de I’eau distillée, séché et acquis en

spectroscopie RPE bandes X et Q (0,6 mW).

Afin d’isoler uniquement le signal endogene BKS, nous avons d'abord éliminé les
radicaux mécaniquement induits en trempant les échantillons d’ongles dans de 1'eau distillée
(18.2 MQ.cm™) pendant 1 heure puis en les séchant dans un dessiccateur sous vide avec du

gel de silice pendant 16 heures [Trompier, 2014]%.

2 Les mesures RPE sont effectuées tout au long de la journée, et le traitement chimique des
échantillons a la fin de celle-ci. Ainsi, le séechage dure en moyenne 16 heures soit toute la nuit

ce qui est bien plus pratique.
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En bande Q, le signal endogeéne BKS est caractérisé par les facteurs g suivants :
2:=2,0060(2), g:=2,0054(2) et g;=2,0024(2) alors qu'un seul singlet apparait a g=2,0044(2)
en bande X. Ainsi, I'utilisation d’un spectrométre bande Q permet de résoudre en partie

I’anisotropie du facteur g du signal endogene BKS.

La mise en évidence des impuretés manganeses est trées dépendante a la fois de son
état d’oxydation et de la fréquence du rayonnement micro-onde utilisée. A ce titre, le
manganése présent dans les ongles est principalement présent a 1’état Mn*", et il est clairement
observable a température ambiante en spectroscopie RPE bande Q (en raison de la sensibilité
plus importante par rapport a la bande X). Ce dernier posséde un spin nucléaire /=5/2 et
présente, en conséquence, une structure hyperfine de 2/+7/=6 raies RPE centrées en
g=2,0012+/-0,0002 [Yordanov et al., 1999]. L’intérét majeur de la présence du Mn** dans les
ongles est que ses 3° et 4° raies RPE se répartissent de part et d’autre des signaux RPE des
ongles (endogéne, mécaniquement et radio-induits) permettant un recalage des facteurs g par

simulation spectrale.

A défaut d’utiliser un spectrométre de trés haute fréquence (bande W 94 GHz et au-
dessus), 'utilisation du spectrométre en bande Q (35 GHz) permet d’obtenir une bien
meilleure résolution spectrale et une sensibilité plus élevée qu’en bande X conventionnelle.
De plus, la quantité d’ongle nécessaire pour acquérir un spectre RPE est moindre : 1 a 3 mg
en bande Q contre 10 a 30 mg en bande X. C’est la raison pour laquelle j’ai principalement
utilis¢ le spectrométre en bande Q au cours de cette étude afin d’obtenir de plus amples

informations sur les caractéristiques spectrales des signaux RPE présents dans les ongles.

2.1.1 Variabilité dans ’allure spectrale

Sur I’ensemble des échantillons étudiés, nous avons observé des différences dans
I’allure du signal endogeéne BKS pour quelques échantillons uniquement. La figure 43

représente trois spectres RPE du signal endogéne BKS provenant de trois donneurs différents.
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Figure 43 : Spectres RPE de trois donneurs sains acquis en bande Q. La composante principale du BKS est
définie par g,=2,0060 (2), g,=2,0054 (2) et gs=2,0024 (2). Pour un faible nombre de donneurs (10 % de la
cohorte), un signal isotrope trés intense apparait pour 2,0024(2) (spectre rouge). Enfin, la concentration en

radicaux Mn** varie également d’un individu a I’autre.

On remarque quelques différences flagrantes concernant 1’allure des spectres RPE.
D’une part, on constate que la quantité de radicaux manganése Mn*" varie en conséquence
d’un individu a Pautre ce qui a également été observé dans la littérature par analyse PIXE
(Particle Induced X-rays Emission) [Olabanji et al., 2005]. Ces variabilités en intensité
pourraient étre dues a des différences dans 1’alimentation [Afridi et al., 2006, Hull, 2003,
Barret, 1985]. Ce dernier point pourrait éventuellement avoir un intérét dans des études
médicales par exemple pour corréler la concentration en manganése avec certaines

pathologies (cancers, maladies neurodégénératives...).

Concernant les signaux d’intérét en dosimétrie RPE, on remarque I’apparition
systématique du signal endogene BKS défini par g,=2,0060(2), g,=2,0054(2) et g;=2,0024(2)
mais, pour un faible nombre de donneurs (10 % de la cohorte étudiée), on observe également

un signal isotrope (ou singlet) trés intense a g=2,0024(2) qui n’a jamais été reporté dans la
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littérature. Les échantillons d’ongles sont lavés et traités dans I’eau distillée avant d’étre
mesurés ce qui écarte 1’hypotheése que ce signal supplémentaire provient d’une impureté en
surface. De plus, les ongles récupérés n’ont pas été traités a I’aide de produits cosmétiques
(durcisseurs, vernis a ongles...). A I’instar du signal endogéne BKS, ce signal supplémentaire
semble donc également intrinséque. Nous avons également vérifié que ’apparition de ce
signal n’était pas dépendant de 1’orientation de I’échantillon par rapport au champ
magnétique. Toutefois, une méthode simple pour vérifier s’il s’agit de la méme espéce
paramagnétique est une étude du comportement de ces signaux RPE avec la puissance du
rayonnement micro-onde. En effet, si ces signaux présentent deux comportements différents,
alors les temps de relaxation des deux especes sont différents et il est probable que ces deux
signaux ne proviennent pas d’une méme entité paramagnétique. Le résultat est présenté en

figure 44.
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Figure 44 : Variation des amplitudes pic a pic du BKS (ronds bleus) et du singlet particulier (carrés rouges)

normalisées en fonction de la racine carrée de la puissance micro-onde. On constate que le BKS sature a environ

1 mW contrairement au signal isotrope qui ne présente aucun comportement de saturation.
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On constate que I’intensité du signal endogene BKS sature a environ / mW alors que le
second ne montre aucun comportement de saturation entre 0,/ et /0 mW. L’allure de ces
courbes est un indice précieux : la courbe du signal endogene BKS passe par un maximum (a
environ / mW) puis décroit ce qui est caractéristique d’une raie RPE homogene. A contrario,
la courbe du signal isotrope en g=2,0024(2) ne présente aucune saturation dans la gamme de
puissance de rayonnement micro-onde étudiée. Ainsi, on peut conclure que les temps de
relaxation du signal endogéne BKS sont plus longs que ceux du signal intrinséque
supplémentaire. Il est alors fort probable que ces deux signaux soient liés a des entités
paramagnétiques bien distinctes. Une étude complémentaire en spectroscopie RPE pulsée
permettrait d’estimer ces temps de relaxation et constitue des lors une perspective a

considérer.

Au cours de ce travail, j’ai ét¢ amené a étudier des échantillons d’algues marines
provenant principalement de Bretagne. Celles-ci présentent des signaux similaires aux ongles
mais bien plus intenses et elles auraient pu servir pour des études RPE nécessitant un signal
intense visant a I’identification des espeéces radicalaires responsables sur signal endogene,
notamment la composante a g=2,0024(2). Ces expériences ne relévent pas du hasard car les
algues sont riches en de différents types d’acides aminés [Cerna, 2011, Kaladharan, 2007] tels
que, la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane et la méthionine pour ne citer qu’eux et un
certain nombre d’entre eux sont présents dans les ongles. Les photos et les spectres RPE
associés de chacune des algues étudiées sont répertoriés en annexe (« 1.6 Algues marines
¢tudiées en spectroscopie RPE »). La figure 45 représente les spectres RPE de certains de ces

¢chantillons d’algues.
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Figure 45 : Spectres RPE des algues étudiées au cours de ce travail (voir annexe « 1.6 Algues marines étudiées
en spectroscopie RPE »).

On constate certaines similarités dans I’allure des spectres par rapport a ceux obtenus
pour les ongles et notamment concernant le singlet supplémentaire en g=2,0024 (2). Par
exemple, 'algue n ° 2 présente le méme signal RPE isotrope défini par g=2,0024(2) (mais
avec une plus grande largeur de raie). A ce niveau-1a de 1’étude, nous ne savons pas de quelle
entit¢ paramagnétique il s’agit. Toutefois, cette observation conforte 1’hypothése que cette
composante spéciale n'appartient pas au BKS tel que décrit dans la littérature, mais constitue
une composante supplémentaire. Plus d'investigations sont nécessaires pour déterminer son

origine et le chapitre suivant permettra d’apporter des ¢léments de réponse.

Le signal endogéne BKS est défini par g,=2,0060(2), g:=2,0054(2) et g;=2,0024(2) en bande

Q. Il arrive, pour 10 % des individus étudiés, d’observer un intense signal RPE isotrope

additionnel en g=2,0024(2) dont I’origine semble également étre intrinseque a 1’échantillon.
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2.2 Caractérisation du signal endogéne

2.2.1 Le mécanisme de formation de l’entité radicalaire

Dans le cadre de ce travail, une étude bibliographique sur les entités radicalaires
susceptibles d’étre générées dans les ongles a été menée. Le tableau 7 répertorie les facteurs g
d’une partie de ces différentes especes. Les spectres RPE de ces radicaux ont ensuite été
calculés a I’aide de la boite a outil Matlab Easyspin (6.1.2 Easyspin) et sont représentés en
annexe « 1.7 Simulations spectrales des radicaux libres susceptibles d’étre générés dans la

kératine ».

Tableau 7 : Radicaux libres susceptibles d’étre générés au sein de la kératine. Seuls ceux sont les facteurs g sont

proches de ceux du signal endogéne ont été représentés dans le tableau.

Radical fe fedl g Source
Signal endogéne 2,0060 2,0055 2,0024 )
Expérience
BKS 2,0058 2,0053 2,0022
Meéthyl sulfonyl
2,0108 2,0075 2,0022 Tipikin et al., (2016)
CH;-SO,’
Cystéine sulfinyl
2,0228 2,0122 2,0022 Tipikin et al., (2016)
Cys-SO’
Semiquinone
2,0059 2,0054 2,0022 Jeschke et al., (2005)
R-C¢H;0,’
Tyrosyl 2,0074 2,0047
2,0025 Tipikin et al., (2016)
R-CH,-C¢H,O’ 2,0081 2,0049
Tryptophanyl 2,0034 2,0024
2,0021 Jeschke et al., (2005)
Try' 2,0035 2,0025

L'espéce radicalaire responsable du signal endogeéne BKS n'a pas encore ¢été identifiée
avec certitude mais le radical semiquinone [Jeschke, 2005] apparait comme 1'un des meilleurs
candidats. Le radical semiquinone a déja été mentionné dans la littérature par Strzelczak et al.,
(2013). Ces derniers ont formulé I’hypotheése que ce radical provenait de la dégradation par
rayonnement UV ou gamma de la mélanine potenticllement présente dans les ongles.

Cependant, les mélanocytes (cellules responsables de la pigmentation de la peau et des
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phaneres) sont quiescents (non actifs) dans les ongles et, sauf dans de rares cas de pathologie
de I’ongle (mélanonychie), il n’y a pas de mélanine dans les ongles sains [Andre et al., 2006,
Perrin et al., 1997, Tosti et al., 1994]. Cette hypothése a donc longtemps été écartée jusqu’en
2016 ou Tipikin et al., (2016) ont suggéré que le radical o-semiquinone anionique pouvait étre
généré a partir de l'oxydation ou de I’irradiation y, X ou UV de la molécule L-3,4-
dihydroxyphénylalanine (DOPA) elle-méme provenant de l'oxydation partielle de I’acide
aminé tyrosine naturellement présente dans les ongles humains (figure 46) ou par interaction
rayonnement-matiere [Jain et al., 1997]. Ce mécanisme réactionnel ne fait donc pas intervenir

la mélanine.
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Figure 46 : Mécanisme de formation du radical o-semiquinone anionique a partir de 1’acide aminée tyrosine.

Il est important de souligner que le radical semiquinone est le plus stable sous sa
forme anionique [Kalyanaraman et al., 1987, Miller et al., 1973, Borg et al., 1965]. Cette
caractéristique sera d’importance par la suite. Afin de tester cette hypothese, le spectre du

radical semiquinone a été calculé a la fois en bandes X et Q (figure 47).
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Figure 47 : Spectres RPE du signal endogene d’un ongle sain et la simulation spectrale du radical semiquinone.

On constate que les spectres simulés représentent fidélement les spectres
expérimentaux avec, respectivement, un €cart moyen entre le modele théorique (simulation
spectrale) et le spectre expérimental de 2,7 % en bande X et de 4,2 % en bande Q soutenant

I’hypothese d’un radical semiquinone.

Considérons maintenant le signal intrinséque additionnel présenté dans la section
précédente. En effet, nous avions remarqué un intense singlet en g=2,0022(2) dans quelques
¢chantillons. Parmi les radicaux libres susceptibles d’étre générés a partir d’acides aminés, le
radical tryptophanyl (tableau 7) présente des caractéristiques compatibles avec celles du
signal mesuré. Il est fort probable que I’anisotropie du facteur g ne soit pas résolue en bande
Q ce qui expliquerait cette illusion de signal isotrope (figure 43). De plus, il a été montré que
le radical tryptophanyl peut étre généré par oxydation de I’acide aminé tryptophane [Luis et
al., 1997]. Nous avons ainsi simulé le spectre de la semiquinone et le spectre du tryptophanyl

et les avons comparés au spectre expérimental (figure 48).
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Figure 48 : Comparaison entre le spectre expérimental en bande Q d’ongle sain présentant le signal endogeéne

BKS avec un intense singlet en g=2,0022(2) et le spectre simulé de semiquinone et de tryptophanyl.

Le RMSD (« 6.1.2 Easyspin ») associé a ces deux spectres est de 5,4 % ce qui conforte
I’hypothese que ce singlet est probablement dii au radical tryptophanyl. Toutefois, ce signal
ayant une faible fréquence d’apparition (seulement quelques donneurs parmi les 30 étudiés),

nous n’avons pas men¢ une étude aussi exhaustive que celle du signal endogene.

2.2.2  La stabilité et les propriétés acido-basiques du signal endogéne

Afin de vérifier la stabilit¢ du radical o-semiquinone anionique dans les ongles et donc
de soutenir I’hypothése formulée précédemment, nous avons étudié les propriétés acido-
basiques de celui-ci en traitant les échantillons d’ongles respectivement dans une solution
d’acide chlorhydrique a pH=1 et dans une solution de soude a pH=13. En effet, si le radical a
I’origine du signal endogeéne BKS est effectivement sous forme anionique, alors le traitement
de I’échantillon d’ongle en milieu acide devrait 1’éliminer, au moins en partie. En revanche,
un traitement en solution basique ne devrait pas avoir d’influence concernant I’intensité
spectrale du signal endogeéne BKS. Les résultats de cette expérience sont représentés sur la

figure 49.

111



Etude et caractérisation du signal endogéne et des signaux radio-induits

0.04

——Pas de traitement chimique
—Traitement basique
0.03} —Traitement acide

0.02

0.01

dy /dB, a.u

-0.01 1

-0.02

-0.03 : : : : : : :
1200 1202 1204 1206 1208 1210 1212 1214 1216
Champ magnétique, mT

Figure 49 : Spectres RPE du signal endogene d’un ongle sans traitement chimique (noir), aprés traitement dans

une solution de KOH a pH=13 (rouge) et apres traitement dans une solution d’HCL a pH=1 (bleu).

On constate que I’intensité du signal endogéne BKS reste inchangée apres traitement
dans la solution de soude (pH=13) tandis que son intensité diminue fortement (facteur 3,7)
aprés traitement dans la solution d’acide chlorhydrique (pH=1). Cette observation est en
accord avec celle de Tipikin et al., (2016) lors de leurs traitements acido-basiques sur le signal
radio-induit RIS 2. Ce résultat est en accord avec la stabilité plus importante du radical o-
semiquinone anionique par rapport a un radical semiquinone cationique ou a un radical
semiquinone neutre. En raison de la configuration spatiale des fibres de kératine, il est
probable que les solutions chimiques n’aient pas pu pénétrer complétement dans 1'ongle
pendant les durées de traitement ce qui expliquerait 1’élimination partielle du signal endogene.
Toutefois, ces résultats sont compatibles avec le comportement acido-basique attendu.
L’entité radicalaire responsable du signal endogeéne semble étre a priori sous forme anionique
ce qui est également en accord avec la littérature sur les radicaux semiquinone [Brudzynski et

al., 2015, Kalyanaraman et al., 1987].
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2.2.3  Les propriétés d’oxydo-réduction du signal endogene

Enfin, afin de conclure sur I’origine du signal endogéne BKS, nous avons traité les
¢chantillons d’ongles dans deux solutions chimiques a pH=13, I'une oxydante a base de
ferricyanure de potassium K;3;Fe[CN]s a 0,1 M et I’autre réductrice a base de dithiothréitol
(DTT) également a 0,1 M. En effet, si la molécule a I’origine du radical o-semiquinone
anionique est une molécule de type dihydroquinone, alors il est possible de générer ce radical
par traitement oxydant [Kalyanaraman et al., 1987, Miller et al., 1973]. Le ferricyanure de
potassium est un oxydant connu pour oxyder les systémes organiques [Bharat, 1960] et il
devrait générer des radicaux o-semiquinones anioniques a partir des molécules DOPA. Le
DTT est un réducteur connu pour réagir avec les ponts disulfures (rappel : la kératine est
composée de cystéine qui forme des ponts disulfures responsables de la rigidité de I’ongle) et
devrait donc réduire les radicaux o-semiquinones anioniques en DOPA. Son action réductrice

requiere un pH supérieur a 7 [Uptima, 2018]. Les résultats sont présentés dans la figure 50.
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Figure 50 : Spectres RPE du signal endogeéne BKS d’un ongle sans traitement chimique (noir), apres traitement
dans une solution oxydante a pH=13 de 0,1 M de KsFe[CN]¢(rouge) et apres traitement dans une solution

réductrice de 0,1 M de DTT (bleu).
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Aprés avoir oxydé I’échantillon d’ongle, on constate que l'amplitude du BKS
augmente d'un facteur 2,2 ce qui signifie que les radicaux a ’origine du signal endogene
peuvent effectivement étre générés par traitement oxydant. Apres le traitement réducteur, on
observe le comportement inverse, le BKS diminue d'un facteur 3,2 mais n’est pas entierement
éliminé. Ces résultats confortent I'hypothese que le signal endogéne BKS est lié¢ a un radical
semiquinone sous forme anionique issu de 1’oxydation des molécules DOPA. Toutefois, ce
résultat souléve une nouvelle interrogation : pourquoi le signal endogéne BKS ne disparait-
il pas entiérement ? Des ¢éléments de réponse seront apportés dans la suite de ce présent

manuscrit.

L’ensemble des résultats (simulations spectrales, propriétés acido-basiques et rédox)
confortent 1I’hypothése que le signal endogéne BKS observé dans les ongles provient d’un
radical o-semiquinone anionique stable et défini par g,=2,0059(2), g.=2,0046(2) et
g23:=2,0023(2). De plus, pour certains échantillons (10 % des donneurs), nous observons un
signal, en apparence isotrope, additionnel trés intense centré en g=2,0022(2) et qui n’a, a

notre connaissance, jamais €té reporté¢ dans la littérature. Un radical de type tryptophanyl

pourrait expliquer cette composante endogéne supplémentaire.

2.2.4  L’impact du milieu ambiant sur l’intensité du signal endogéne

Il a été observé que plus les ongles étaient stockés longtemps a l'air libre dans
l'obscurité, plus I'intensité du signal endogéne BKS augmentait jusqu’a ce qu’elle sature

(figure 51) [ Trompier et al., 2014, Reyes et al., 2008].
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Figure 51 : Variation de I’intensité du signal endogéne BKS en fonction du temps écoulé aprés humidification

d’un échantillon d’ongle et stockage a ’air libre [Reyes et al., 2008]. Source : Trompier, (2012).

Reyes et al., (2008) ont proposé que I’origine du BKS et I’augmentation observée en
séchant I’ongle étaient liées aux contraintes mécaniques dans 1’échantillon qui augmentaient
avec le séchage générant ainsi les mémes radicaux que ceux responsables du signal
mécaniquement induit MIS 2. Trompier et al., (2012) ont émis I’hypothese que les molécules
d’eau peuvent relier les radicaux endogeénes deux a deux par I'intermédiaire d’une liaison
diamagnétique. Le systéme ainsi formé n’est donc pas observable en spectroscopie RPE. Or,
en séchant, les molécules d’eau migrent en surface puis s’évaporent et les radicaux endogenes
retrouvent leur caractére paramagnétique d’ou la hausse en intensité du signal endogéne apres

séchage.

Par contre, si le radical semiquinone est a ’origine du signal endogene BKS, alors
I’hypothése la plus probable pour expliquer cette augmentation est le phénoméene d’oxydation
de la molécule DOPA en présence du dioxygeéne ambiant [Brudzynski et al., 2015]. Pour
confirmer cela, nous avons trempé deux échantillons d’ongles du méme doigt provenant du
méme donneur et de masse similaire dans de l'eau distillée pendant 1 heure afin d'obtenir

I’intensit¢é du signal endogéne BKS la plus faible possible [Trompier et al., 2014,
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Romanyukha et al., 2007]. Nous en avons laissé sécher un dans l'obscurité a 1’air libre
pendant 72 heures, et ’autre dans un dessiccateur sous vide avec du gel de silice la méme
durée’ et également dans ’obscurité. Les échantillons sont séchés dans I’obscurité afin de
s’affranchir d’une potentielle contribution supplémentaire d’un parameétre extérieur tel que
I’exposition a la lumicre du jour. L’intérét d’un séchage sous vide est de déshydrater les
¢chantillons d’ongle sans présence de dioxygene afin de mettre en évidence 1’effet potentiel
du dioxygene sur la formation du BKS. Si les hypothéses formulées par Reyes et al., (2008) et
Trompier et al., (2012) sont correctes, et si les deux techniques de séchage sont équivalentes
sur une période de 72 heures, alors nous devrions obtenir la méme intensité spectrale du

signal endogéne BKS. Les résultats de cette expérience sont présentés dans la figure 52.
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Figure 52 : Spectres RPE du signal endogeéne d’un ongle sain provenant du méme doigt d’un méme donneur. Les
deux échantillons ont été trempés dans de 1’eau distillée pendant 1 heure puis ont séché 72 heures dans

I’obscurité respectivement a ’air libre (bleu) et dans un dessiccateur sous vide (orange).

L'amplitude du signal endogeéne BKS est significativement plus importante apres
séchage pendant 72 heures a I’air libre qu’apres séchage sous vide (facteur = 3). En pratique,
sur une période de 72 heures, les masses des échantillons sont équivalentes (différence

relative de 0,5 %) ce qui revient a dire que 1’état de déshydratation des deux échantillons, a ce

3 Nous avons veérifié au préalable qu’au bout de 72 heures les masses des deux échantillons
étaient équivalentes et que les différences observées en intensité n’étaient pas dues aux

protocoles de séchage (différence massique relative observée de 0,5 %).
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moment-1a sont identiques. Si I'unique raison de la croissance du signal endogene avec le
séchage étaient les liaisons diamagnétiques ou les contraintes mécaniques, alors les intensités
spectrales du BKS devraient étre égales. Toutefois, ces intensités spectrales sont radicalement
différentes ce qui indique qu’il y a une raison supplémentaire (a fortiori 1’oxydation des
molécules de DOPA en radicaux semiquinones). Ainsi, I’oxydation des molécules de DOPA
semble étre le principal phénoméne responsable de I’augmentation du signal endogéne

BKS lors d’un séchage a I’air libre et dans I’obscurité.

Au bilan, I’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de ce travail de thése confortent
I'hypothése que le signal endogéne BKS observé apres traitement dans 1’eau a pour origine

un radical semiquinone intrinséque sous forme anionique et que ce dernier peut étre généré

par oxydation de la molécule DOPA en présence de dioxygéne.

2.2.5 Discussion sur la stabilité du signal endogéne BKS

L’ensemble des résultats présentés jusqu’ici confortent I’hypothése que le signal
endogeéne BKS a pour origine des radicaux semiquinones anioniques stables dans le volume de
I’ongle. Il est également possible de les éliminer partiellement en traitant les échantillons dans
une solution d’eau distillée ou dans une solution réductrice. Seulement, comment expliquer
le caractére partiel de cette élimination signal endogéne BKS ? De plus, ces radicaux
semiquinones sont généralement instables et ils se recombinent vite pour redevenir des
quinones en milieu ambiant [Brudzynski et al., 2015, Kalyanaraman et al., 1987, Miller and
Rapp, 1973]. Des lors, comment pouvons-nous observer un signal endogéne BKS
extrémement stable dans le temps si celui-ci est lié a la semiquinone ? Deux explications

sont donc proposées ici.

En premier lieu, il est important de préciser que les ongles contiennent également un
certain nombre d’ions chargés positivement tels que des ions métalliques Fe*', Cu*', des
éléments-traces Al**, Mn?*, Mg*, Ca?*, Na*, K [Okoro et al., 2015, Shadman et al., 2012,
Bank et al., 1981, Vellar et al., 1970] ou des ions ammoniums R-NH*". L’hypothése la plus

probante pour expliquer la stabilit¢ des radicaux o-semiquinones anioniques au sein des
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ongles est qu’un certain nombre d’entre eux sont localisés a proximité d’une charge positive
et sont donc particulierement stabilisés car ils rétablissent I’¢lectro-neutralité locale ce qui est
cohérent avec la littérature [Plonka, 2009, Sarna et al., 2005, Felix et al., 1978, Abragam et
al., 1970, Ingram et al., 1969]. Ces radicaux sont donc tres stables dans le volume de I’ongle
et, par conséquent, observables par spectroscopie RPE sur une longue période. C’est pour
cette raison que I’intensité du signal endogéne est minimale mais non nulle apres traitement
dans I’eau ou dans une solution réductrice. Aprés traitement chimique, seuls les radicaux
stabilisés par interaction coulombienne conserveront leur caractére paramagnétique et seront

visibles par spectroscope RPE.

En second lieu, il faut rappeler que les ongles sont composés de kératine et de lipides
et parmi ’ensemble des acides aminés qui la composent, certains sont hydrophobes et sont
assujettis a un important encombrement stérique tels que la phénylalanine, la proline et la
méthionine. Chaque fibre de kératine est composée de trois chaines d’acides aminés enroulées
les unes sur les autres (« 4.1 Une description histologique et biochimique des ongles ») et on
peut formuler 1’hypothése que certains des acides aminés hydrophobes sont répartis de part et
d’autre des radicaux semiquinones endogenes formant ainsi des « cages hydrophobes ». Par
conséquent, lors du traitement des échantillons d’ongles dans I’eau distillée, les radicaux
protégés par les acides aminés hydrophobes ne vont pas réagir avec 1’eau. Ainsi, il est
probable que la cinétique de recombinaison radicalaire soit en partie gouvernée par la

présence de ces acides aminés hydrophobes.

2.2.6  L’effet de la température sur le signal endogéne

Il est connu que la température active 1’oxydation des molécules de DOPA par le
dioxygeéne ambiant [Brudzynski et al., 2015]. C’est la raison pour laquelle nous avons étudié

I’impact de la température sur le signal endogéne.
L’évolution d’un signal RPE avec la température est un indice important pour tester la

stabilit¢ thermique des systémes paramagnétiques étudiés, qu’ils soient endogenes,

mécaniquement-induits ou radio-induits. Afin d’étudier la stabilit¢ thermique du signal
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endogeéne BKS, une courbe isochrone (AT = 10 °C, At = 20 mn) a été réalisée entre 25 et
170 °C. L’échantillon d’ongle a été traité dans I’eau distillée pendant 1 heure afin d’éliminer
les signaux mécaniquement induits puis a séché sous vide pendant 16 heures dans un premier
temps pour éliminer les signaux mécaniquement-induits. Les spectres RPE ont été enregistrés
a température ambiante apres chaque traitement thermique, et ce dans les mémes conditions

expérimentales. Les résultats de cette expérience sont présentés dans la figure 53.
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Figure 53 : Evolution de I’amplitude pic a pic du signal endogéne BKS selon un traitement thermique isochrone

tel que AT = 10 °C, At = 20 mn.

On déduit de ce graphique qu’un processus de recombinaison radicalaire commence a
partir de 7/0 °C qui se traduit par une baisse en intensité du signal RPE. L’augmentation de
I’intensité du signal endogéne BKS a partir de 40 °C est dii au séchage de 1’échantillon et a
I’oxydation activée thermiquement des molécules DOPA [Brudzynski et al., 2015]. Il est
remarquable que le niveau de stabilisation du phénoméne d’oxydation soit atteint en quelques
heures de chauffage contre une dizaine de jours a température ambiante [Trompier et al.,
2014, Reyes et al., 2008]. Cette observation pourrait avoir des applications pratiques s’il

fallait rapidement atteindre la stabilisation du BKS.
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Il semble donc que la température impacte uniquement sur les radicaux o-
semiquinones anioniques non stabilisés par les charges positives (Al’*, Ca**, Mg**...). En
effet, I’intensité du signal endogeéne apres le traitement thermique a /70 °C est du méme ordre
de grandeur que celle initiale (obtenue aprés traitement dans I’eau). Dés lors, cette
température n’est pas suffisante pour dégrader la semiquinone stabilisée. Nous n’avons pas pu
augmenter la température car au-dela de 770 °C, les échantillons d’ongles se carbonisent,

détruisant ainsi la matrice biologique.

Le signal endogene stabilis¢€ par interaction coulombienne est extrémement stable.

A ce niveau-la de I’étude sur le signal endogeéne, une question subsiste : comment
sont générés les radicaux endogenes a I’origine du signal endogéne BKS stable (mesuré

apreés humidification) ?

2.2.7  L’impact du rayonnement UV sur le signal endogéne BKS

Les signaux UV-induits :

La lumiere du soleil, et en particulier les rayonnements UVA, sont connus pour
générer des radicaux libres dans les matériaux kératinisés [D'Orazio et al., 2013, Sebeti¢ et al.,
2008, Mamedov et al., 2002, Meybeck, 1979] et, par conséquent, dans les ongles [Tipikin et
al., 2015, Sahiner et al., 2015]. Il est donc important d’analyser I’effet des rayonnements UV
sur les signaux RPE observables dans les ongles et en particulier la nature et la stabilité des
signaux induits par ce type de rayonnement. En effet, cette ¢tude pourrait apporter des
éléments de réponse sur origine possible du signal endogéne BKS. Etant donné que les
individus sont exposés quotidiennement aux rayonnements UV, la question qu’on pourrait
légitimement se poser est de savoir si cette exposition réguliere génére un signal stable (a
I’instar du signal radio-induit RIS 5) qui contribuerait, en partie ou entierement, au signal

endogene BKS.

Les rayonnements UV se divisent en 3 catégories :
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e Les UVA de longueur d’onde comprise entre 320 et 400 nm. Ces rayonnements sont

trés peu atténués par la couche d’ozone. Le rayonnement UV qui atteint la Terre est

composé a 96 % d’UVA ;

e Les UVB de longueur d’onde comprise entre 290 et 320 nm. Ces rayonnements sont

trés fortement atténués par la couche d’ozone et seulement 4 % du rayonnement UV

sur Terre est composé d’UVB ;

* Enfin les UVC de longueur d’onde comprise entre 100 et 280 nm. Ces rayonnements

sont quasi totalement atténués par la couche d’ozone.

La figure 54 représente les spectres RPE obtenus apres irradiation UV (A, B et C).
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Figure 54 : Spectres RPE avant et aprés exposition aux rayonnements UVA (a), UVB (b) et UVC (c) pendant 1
heure. Le signal endogéne BKS a été obtenu en traitant les échantillons dans de I’eau distillée pendant 1 heure

puis en les séchant sous vide pendant 16 heures. La puissance du rayonnement micro-onde est de 0,6 mW.
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On constate que l'exposition des ongles aux rayonnements UV (A, B et C) géncre des
radicaux libres ayant les mémes caractéristiques spectrales que le BKS. Ce résultat est en
accord avec la littérature [Tipikin et al., 2015, Sahiner et al., 2015]. Nous avons également
mesuré ces ¢chantillons a plus forte puissance micro-onde afin de mettre en évidence les
radicaux ayant des temps de relaxation plus courts que ceux a I’origine du BKS. Ainsi, la
figure 55 montre les spectres obtenus a une puissance micro-onde de 9,5 mW aprés 1 heure

d’irradiation UV (A, B et C).
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Figure 55 : Spectres RPE des échantillons d’ongles exposés aux rayonnements UVA (a), UVB (a) et UVC (b)

obtenus a une puissance micro-onde de 9,5 mW.

Nous remarquons que les rayonnements UV B et C générent, en plus du signal
endogene BKS, des radicaux soufrés. Dans la zone du signal endogéne BKS, on distingue ainsi
les signatures spectrales des radicaux perthiyl RSS’ et sulfinyl RSO". Ces radicaux peuvent
¢galement étre générés dans les ongles par stress mécanique (MIS [ et MIS 4) ou par
irradiation a forte dose (RIS I et RIS 4) [Trompier et al., 2014]. Ces signaux UV-induits, que
nous pourrions nommer UVIS [ et UVIS 4 d’apres la nomenclature utilisée pour les signaux
radio-induits, sont trés peu intenses et ne constituent pas un réel probléme en dosimétrie RPE.

En effet, ces radicaux sont instables et une simple humidification des échantillons suffit a les
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éliminer. Toutefois, nous n’avons pas observé le doublet centré en g=2,004 a I’instar des
signaux MIS 3 et RIS 3. Le radical glycyle a I’origine de ces signaux réagissent trés fortement
avec le dioxygeéne ambiant conduisant a leur extinction rapide. On peut supposer qu’il en est
de méme avec les molécules d’ozone (Os) extrémement oxydantes générées par irradiation

UV et c’est peut-Etre la raison pour laquelle nous n’observons pas de signal UVIS 3.

Etude des signaux UV A-induits :

Il est important de préciser que les individus sont principalement exposés aux
rayonnements UVA et c’est notamment pour cette raison que 1’étude présentée ici porte
principalement sur ce type de rayonnement. L’objectif de ce paragraphe est de vérifier si les
rayonnements UVA sont susceptibles de générer des espéces radicalaires stables qui
pourraient étre a 1’origine du BKS. D’une part, nous avons compar¢ les spectres RPE d’un
échantillon d’ongle non-irradié et mesuré apres oxydation a celui d’un échantillon directement
aprés d’irradiation UVA (1 heure, source artificielle, 1,8 mW.cm™). D’autre part, nous avons
comparé les spectres RPE de deux échantillons d’ongles, I’un irradié, I’autre non, tous deux
obtenus apres traitement dans I’eau puis séchage sous vide. Les résultats sont présentés dans

la figure 56.
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Figure 56 : a) Spectres RPE du signal endogéne apres oxydation (gris) et UV-induit (rouge).
b) Spectres RPE du signal UV-induit (bleu) et endogene (noir) aprés humidification et séchage sous vide. La

puissance du rayonnement micro-onde est de 0,6 mW.
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Directement apres une exposition d’une heure aux rayonnements UV A, on observe un
intense signal ayant les mémes caractéristiques spectrales que le signal endogéne (figure 56
a). L’intensité de ce signal UV-induit est supérieure a celle du signal endogéne oxydé ce qui
nous indique que les rayonnements UV A génerent bien, a I’instar des rayonnements ionisants,
des espéces radicalaires, a priori, de la méme nature que celles du BKS. L’évolution de
I’intensité de ce signal mesuré directement apres irradiation en fonction de la durée

d’exposition aux UV A est présentée sur la figure 57.
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Figure 57 : Evolution de I’intensité du signal UV-induit mesuré directement aprées irradiation UVA en fonction

du temps d’exposition aux rayonnements UVA artificiels (365 nm, 1,8 mW.cm™).

On constate que I’intensité de ce signal varie linéairement avec la durée d’exposition
aux rayonnements UVA. Apreés deux heures d’exposition, nous n’avons pas constaté de
saturation du signal. On a la une forte similarité¢ avec I’évolution du signal radio-induit RIS 2
avec la dose. En vue des similitudes avec le signal endogene, nous avons procédé a des
simulations spectrales sur ce signal de la méme maniére dans la partie « 2.2 Caractérisation du

signal endogene ». Les résultats sont présentés dans la figure 58.
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Figure 58 : Spectres RPE représentant le signal UV-induit (bleu) mesuré directement aprés irradiation et la

simulation spectrale du radical semiquinone (violet).

Le spectre simulé de semiquinone reproduit plutdt fidelement le spectre expérimental
obtenu directement apres irradiation UVA. En ce sens, le RMSD associ¢ a la simulation
spectrale est de 6,4 % ce qui conforte ’hypothése que les rayonnements UVA générent des
radicaux semiquinones au sein des ongles. Ce signal mesuré directement aprés irradiation
UVA est noté UVIS 2 par analogie a la nomenclature utilisée pour les signaux radio-

induits.

Lorsqu’on humidifie I’échantillon d’ongle, le signal produit sous irradiation UVA est
réduit (figure 56 b). Ce signal est notablement supérieur au signal endogéne stable (mesuré
aprés humidification). A 1’instar de 1’étude qui a été menée précédemment sur I’ UVIS 2, nous
avons voulu vérifier si ’intensité de ce second signal UV-induit variait également avec la
durée d’exposition aux UVA. Pour ce faire, ce signal UV-induit a ét¢ mesuré chez deux
donneurs pour différentes durées d’exposition aux UVA (365 nm, 1,85 mW.cm™). En France,
la fluence en UVA moyenne regue par un individu est d’environ 12,4 J.cm™ par jour [Chaillol,
2011]. Ainsi, 1 jour d’exposition naturelle correspond a environ 2 heures d’exposition
artificielle. La source de rayonnements UVA permet donc d’élaborer les courbes de réponse

en dose UV plus rapidement. Les résultats sont présentés dans la figure 59.
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Figure 59 : Evolution de I’intensité du signal UV-induit mesuré apres traitement dans 1’eau en fonction du temps

d’exposition aux rayonnements UVA artificiels (365 nm, 1,8 mW.cm™).

L’évolution de I'intensité du signal UV-induit obtenu apres traitement dans 1’eau est
similaire a celle du signal radio-induit RIS 5. En ce sens son intensité augmente également
avec la durée d’exposition aux rayonnements UVA et, a ’instar du signal radio-induit stable,
le RIS 5, son intensité sature. Ce signal sera noté UVIS 5, toujours par analogie des
signaux radio-induits. Concernant les échantillons étudiés, I’ UVIS 5 sature apres 60 minutes
ou 90 minutes d’exposition aux UVA soit une différence de 50 %. Nous n’avons pas étudié¢
suffisamment d’échantillons pour une ¢étude statistique robuste sur la variabilité de la
saturation, toutefois nous remarquons que la « dose rayonnement UV A » de saturation différe
significativement d’un individu a Pautre, a ’instar de la dose de saturation du signal RIS 5

[Marciniak et al., 2016].

Ces résultats laissent suggérer qu’a I'instar des rayonnements ionisants, les rayonnements

UVA générent un signal UV-induit stable noté UVIS 5.

Stabilité du signal UV-induit stable :
Nous venons de voir que I’intensité du signal UV-induit obtenu apres traitement dans

I’eau augmente avec la durée d’exposition aux rayonnements UVA. Seulement, ce signal
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possede les mémes caractéristiques spectrales que le signal endogene stable. La question que
nous pourrions nous poser est de savoir si ce signal UV-induit stable contribue au signal
endogene. Un critére est la stabilité de celui-ci apres traitement dans I’eau. En effet, si des
bains successifs permettent de 1’¢liminer, alors il ne constituerait pas de réel souci en
dosimétrie RPE et nous pourrions mesurer uniquement le signal endogéne sans ambiguité.
Pour cela, nous avons testé¢ la stabilit¢ de ce signal UV-induit mesuré aprés plusieurs

traitements dans 1’eau. Les résultats sont présentés dans la figure 60.
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Figure 60 : Intensités spectrales du signal endogene BKS et UV-induit apreés traitement dans 1’eau. L’échantillon

exposé¢ aux rayonnements UV A a subi trois traitements dans 1’eau puis séchage sous vide.

Apres irradiation aux UVA et humidification, on note que le signal mesuré est
supérieur au signal endogéne BKS stable, la différence d’intensité est attribuée a ’UVIS 5.
Méme apres trois cycles d’humidification et de séchage, I’intensité du signal UV-induit reste
inchangée, comme pour le BKS et le RIS 5. Cette observation laisse suggérer que les
rayonnements UV A générent un signal UV-induit stable (UVIS 5) de la méme maniere que les
signaux radio-induits (RIS J5). Ce résultat est particulierement intéressant puisque nous
montrons que les rayonnements UV A contribuent, au moins en partie, au signal endogene. Le
signal UVIS 2 ne pose pas réellement de probléme dans le cadre de la dosimétrie RPE des

rayonnements ionisants. En effet, a I’instar du RIS 2, un simple traitement dans ’eau est
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suffisant pour I’éliminer. En revanche, le signal UV-induit stable, I’UVIS 5, est résistant a
I’eau et il se superpose au signal endogeéne BKS et devrait donc contribuer a sa variabilité intra

et inter-individu.

Le signal UV-induit UVIS 5 est extrémement stable et résistant a I’eau.

Origine du signal UVIS 5 :

Nous venons de montrer I’existence d’un signal UV-induit particuliérement stable.
Toutefois, la nature de ce radical demeure inconnue et se doit d’étre caractérisée. Il n’est pas
absurde de penser que les radicaux a I’origine de I’UVIS 5 sont des radicaux semiquinones
anioniques générés a partir des molécules de DOPA et stabilisés par les cations avoisinants a
I’instar du signal endogeéne BKS. Afin d’apporter des ¢léments de réponse, nous avons irradié
aux UVA un échantillon d’ongle pendant 2 heures (maximisation de I’intensit¢ de I’'UVIS 5)
puis I’avons traité dans de 1’eau distillée et séché sous vide. Le spectre ainsi obtenu a été
compar¢ au spectre simulé de semiquinone de la méme manicre dont nous avons procédé pour
le signal endogéne BKS (« 2.2 Caractérisation du signal endogéne »). Le résultat est présenté

dans la figure 61.

015 —Signal UVIS 5
’ —Simulation spectrale radicaux semiguinone SQ~ et manganése Mn2*
0.1} 4

FU_ 0.05 2+ i

= M 2+ Mn 2+

) n Mn

- SQ-

3 ot |
0.05 1
01 L L L L L L

1195 1200 1205 1210 1215 1220

Champ magnétique, mT

Figure 61 : Spectre RPE représentant le signal UV-induit stable, UVIS 5 (bleu), apres exposition pendant 2
heures a une source artificielle I’UVA (365 nm, 1,85 mW.cm?) et traitement pendant 1 heure dans ’eau puis

séchage de 16 heures dans un dessiccateur sous vide. Le spectre simulé de semiquinone est représenté en rose.
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Le spectre expérimental de la composante stable induite par les UVA est en accord
avec le spectre simulé de semiquinone avec un écart moyen relatif entre le modele théorique
et le spectre expérimental (RMSD) de 4,1 %. On peut donc conclure que ce signal UV-induit
stable est de la méme nature que le signal endogene. Au bilan, un signal UV-induit stable est
généré par les rayonnements UVA et se superpose au signal endogeéne de la méme maniére
que le signal radio-induit stable RIS 5. On a la une véritable analogie entre les signaux UV-

induits UVIS 2 et 5 et les signaux radio-induits RIS 2 et 5.

L’intensité du signal UVIS 2 varie linéairement avec la durée d’exposition aux
rayonnements UVA. L’intensité du signal UVIS 5, a D'instar du signal radio-induit RIS 5,

augmente avec la dose puis sature. Les radicaux a 1’origine de ces signaux sont des radicaux

semiquinones générés a partir des molécules de DOPA.

L’ensemble des résultats obtenus jusqu’ici soulévent de nouvelles questions. En
particulier, qu’est-ce que le signal endogéne BKS ? Est-il dii uniquement aux radicaux
semiquinones générés lors de la genése de I’ongle par un mécanisme encore inconnu ? Ou

est-il uniquement généré par exposition aux rayonnements UVA ?

Les radicaux UV-induits sont-ils a ’origine du signal endogene ?

On pourrait penser que si le signal endogéne BKS est uniquement généré par les
rayonnements UV (autrement dit I’UVIS 5 et le BKS ne font qu’un), alors cette composante
peut simplement étre extraite dans les ongles des pieds. Or, bien que les pieds ne soient que
trés peu exposés a la lumiére du jour, il faut garder en mémoire que la pousse de ces ongles
est plus lente que pour les mains (une durée d’un an est nécessaire en moyenne pour une
pousse complete des ongles de pieds contre 6 mois pour les mains) et que les dimensions sont
¢galement plus importantes. Ainsi, une simple exposition de quelques heures dans 1’année
serait amplement suffisante pour générer du signal UV-induit stable (UVIS 5). Afin d’extraire
uniquement le signal endogeéne BKS, il faudrait étudier des ongles qui n’ont jamais été
exposés a la lumiere du jour ce qui est trés compliqué a mettre en ceuvre. Afin d’apporter des
¢léments de réponse, nous avons mesur¢, pour un méme individu, un prélévement d’ongle de

pieds provenant du gros orteil (aussi appelé hallux) et du petit orteil (ou quintus). Le quintus
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n’a pas été exposé a la lumiere du jour sur la période de la pousse. Nous avons pris soin de
prélever deux échantillons de masse similaire et de méme taille. Les vitesses de pousse des
ongles sont, a priori, les mémes pour les deux doigts, seulement, leur longueur différe d’un
facteur 5 (1,5 cm contre 0,3 cm). Ainsi, la concentration en radicaux UV-induits devrait étre
différente entre ces deux échantillons. Si le signal endogéne BKS n’est généré que par les
rayonnements UV, alors nous ne devrions pas observer du signal RPE dans 1’échantillon

provenant du quintus. Les résultats de cette expérience sont présentés dans la figure 62.
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Figure 62 : Intensité du signal endogéne BKS en fonction du doigt de prélévement (pouce ou petit orteil).

La présence d’un signal endogeéne non nul sur 1’échantillon prélevé sur le petit doigt
de pied (quintus) indique qu’en I’absence d’exposition aux rayonnements UV, un signal
endogeéne est effectivement créé. De plus, on note que I’intensité du signal endogene est
différente selon I’hallux (gros orteil) ou le quintus (petit orteil) pour un méme individu. Or, si
le signal endogene BKS, est uniquement généré lors de la genese de I’ongle, on aurait pu
s’attendre & ce que les signaux aient la méme intensité. Toutefois, I’échantillon d’ongle
prélevé sur le gros orteil (hallux) a vraisemblablement été exposé aux rayonnements UVA. En
effet, comme nous I’avons mentionné précédemment, sa longueur est 5 fois supérieure a celle
du petit orteil. Ainsi, en considérant une méme vitesse de pousse (I mm/mois), les radicaux
UV-induits accumulés au sein de I’hallux datent des 15 derniers mois ce qui explique ces

différences en intensité. Les radicaux UV-induits s’ajoutent donc aux radicaux endogénes.

130



Etude et caractérisation du signal endogeéne et des signaux radio-induits

Le signal endogeéne semble étre intrinseque a 1’échantillon. Les radicaux UV-induits stables
(signal UVIS 5) ne sont pas responsables du BKS mais contribuent a sa variabilité en
intensité. Les radicaux a I’origine du BKS et de I’UVIS 5 sont des radicaux o-semiquinones
anioniques. Ces radicaux sont trés probablement localisés a proximité d’impuretés
métalliques (AI**, Ca*"...) et leur grande stabilité s’explique par leur interaction avec ces ions

chargés positivement (interaction coulombienne) qui dépend de la charge de ces centres

paramagnétiques et de leur distance respective.

Enfin, afin de confirmer expérimentalement I’impact d’une exposition « normale » a la
lumiere du jour sur le signal endogene, nous avons mené une expérience sur des échantillons
d’ongles de cinq donneurs différents. Le signal endogéne BKS a été mesuré aprés traitement
dans I’eau et séchage sous vide. Ensuite, les échantillons ont été exposés pendant 3 semaines a
la lumiére du jour a Iextérieur. A la fin de cette période, les échantillons d’ongles ont été
lavés puis traités dans de I’eau distillée avant d’étre mesurés en spectroscopie RPE. Les

résultats sont présentés dans la figure 63.
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Figure 63 : Evolution de I’intensité du signal global (BKS + UVIS 5) avant et aprés 3 semaines d’exposition a la
lumiére du jour. Avant d’étre mesurés, les échantillons ont été traités dans 1’eau distillée puis séchés sous vide

pour n’isoler que le signal endogene stable BKS et le signal UV-induit stable UVIS 5.
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On constate une augmentation du signal endogéne BKS qui résulte en fait de la
superposition du véritable signal endogéne BKS et du signal UV-induit stable, I’UVIS 5. Pour
une méme durée d’exposition, cette augmentation est a premicre vue trés variable.
Néanmoins, il semble qu’il y ait une corrélation entre I’intensité initiale et le taux
d’augmentation de I’UVIS 5. Ce résultat est en accord avec le phénomene de saturation en
dose de I’UVIS 5. En effet, plus la « pré-dose UV » recue par 1’individu est importante et plus
le taux d’augmentation de I’UVIS 5 (pente de la courbe) est faible. Ainsi, si on compare
I’individu n°1 et ’individu n°2, il semblerait que la pré-dose UV de ce dernier soit plus

importante ce qui explique la plus faible augmentation en intensité du signal global (comme

illustré en figure 64).
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Figure 64 : Illustration de I’évolution de I’intensité du signal UV-induit stable (UVIS 5) avec le temps
d’exposition aux UVA. En fonction de la pré-dose UV, le rendement de création des radicaux UV-induits stables

sera plus ou moins important.

Autrement dit, plus I’individu aura été exposé longtemps a la lumicre du jour, plus
I’intensité du signal UVIS 5 sera élevée. Ainsi, I’augmentation du signal RPE global {BKS +
UVIS 5} sera moins importante car proche de la saturation. Le signal UVIS 5 est un signal
stable qui se superpose au signal endogene et qui contribue a sa variabilité entre individu mais
¢galement pour un méme individu selon la période de prélévement. La partie suivante de ce

chapitre permettra d’apporter des éléments de réponse.
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2.3 Variabilité en intensité du signal endogéne

Nous avons vu dans la partie précédente quelques différences dans 1’allure spectrale
du signal endogeéne BKS. Dans le cas d’un accident radiologique localis¢ au niveau des mains,
il n’est pas possible de mesurer le signal endogene étant donné que les signaux radio-induits
se superposent a celui-ci. Il faut donc trouver un moyen pour I’estimer. Dés lors, deux

approches pourraient ainsi étre envisaggées :

* Une approche personnalisée qui consisterait & mesurer 1’intensité¢ du signal endogéne
pour I’individu concerné soit en utilisant les ongles de la main non irradiée, soit en
utilisant les ongles des pieds. Encore faut-il montrer que I’intensité du signal endogéne
ne varie pas pour un méme individu selon I’extrémité prélevée. Des éléments de

réponse seront apportés dans la premiere partie de ce paragraphe ;

* Une approche générique consisterait a estimer 1’intensité moyenne du signal endogéne
pour un treés grand nombre d’individus et de la soustraire au signal global constitué¢ du
signal endogene et du signal radio-induit stable RIS 5. Nous verrons si cette approche

est pertinente dans la seconde partie de ce paragraphe.

2.3.1 La variabilité pour un méme individu

Différences en intensité du signal endogéne entre les mains et les pieds :

Il n’existe, a notre connaissance, qu’une seule étude portant sur la comparaison du
signal endogéne BKS entre les ongles des mains et des pieds [Le, 2015] réalisée en bande X
sur deux individus. Les auteurs n’ont observé aucune différence ni dans ’allure spectrale, ni
en intensité. En revanche, aucune étude sur la comparaison du signal endogéne BKS selon le
doigt ou la date de prélevement n’a encore été menée a ce jour. Dans le but de vérifier si
I’intensité du signal endogene est réellement identique pour un méme individu quelque soit
I’ongle prélevé, nous avons mesuré le signal endogéne de plusieurs individus en utilisant, a
chaque fois, un échantillon d’ongle de main et de pied. Les spectres RPE ont tous été
normalisés par la masse respective des échantillons. L’ensemble des résultats étant similaires,

nous n’en présentons ici que deux cas caractéristiques dans la figure 65.
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Figure 65 : Spectres RPE du signal endogéne BKS pour deux individus (a et b) obtenus a partir d’ongles de

mains (bleu) et de pieds (orange).

On constate que pour un méme individu, I’intensité du signal endogeéne de 1’ongle de
pied (hallux) est soit égale, soit inférieure a celle de I’ongle de la main (différence de 50 %).
Ce résultat est partiellement en accord avec I’étude de Le et al., (2002) qui ont trouvé que ces

intensités étaient identiques. Dés lors, comment expliquer nos observations ?

Nous avons montré précédemment que 1’exposition des ongles aux rayonnements
UVA générait des signaux UV-induits identiques au signal endogéne BKS. Or, la durée
d’exposition a la lumiére du jour dépend, pour sir, des habitudes de vie, de la culture et des
origines de chacun. Aussi, il est important de prendre en considération les différences de
fluence énergétique en fonction des saisons [Chaillol, 2011]. En ce sens, les individus seront,
a priori, moins irradiés en hiver qu’en été et ce, notamment concernant les pieds. De plus, les
ongles poussent de fagcon continue tout au long de 1’année a raison de 3 mm/mois pour les
mains et de 1 mm/mois pour les pieds. Les ongles poussent donc entierement (de la racine au
bord libre) en 6 mois pour les mains et 1 an pour les pieds en moyenne. Ainsi, I’intensité du
signal endogene mesurée a un moment donné est influencé par I’exposition aux rayonnements

UV datant de I’ensemble des 6 derniers mois pour les mains, et des 12 derniers pour les pieds.
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Il est probable que pour un méme individu, I’intensité du signal UVIS 5 soit plus
importante dans les ongles de mains que dans les pieds ce qui expliquerait cette différence
observée pour certains donneurs (figure 65 b et cas n°3, figure 66). En revanche, dans les cas
ou ces deux intensités sont égales (figure 65 a), alors deux possibilités sont envisageables. La
premiere est que la concentration en radicaux semiquinones UV-induits est tres faible par
rapport a celle des radicaux endogénes (cas n°1, figure 66). Dans ce cas, I’intensité¢ du signal
global est principalement due aux radicaux semiquinones générés, a priori, lors de la genése
de I’ongle. La seconde est que la concentration en radicaux semiquinones UV-induits est
identique et a atteint la saturation (cas n°2, figure 66). Ainsi, le signal global composé du BKS

et de I’'UVIS 5 est identique pour les ongles de mains et de pieds.
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Figure 66 : Illustration de 1’évolution de I’intensité du signal UVIS 5 en fonction de la durée d’exposition aux
rayonnements UVA. Dans le cas ou le signal endogéne (BKS + UVIS 5) des ongles de mains vaut celui des
ongles de pieds, alors il est probable qu’il s’agisse du cas n°1 ou 2. Autrement, si les intensités spectrales sont

différentes dans les ongles de mains et de pieds, il s’agit du cas n°3.

Variation de ’intensité du signal endogéne selon le doigt de prélévement :

Nous avons également testé la variabilité de I’intensité du signal endogéne en fonction
du doigt de prélévement d’'une méme main. En effet, chaque doigt de la main est, a priori,
expos¢ de la méme fagon aux rayonnements UV donc la concentration en radicaux UV-
induits devrait étre la méme. Ainsi, une étude en bande Q a été réalisée en utilisant 1 ongle
provenant de chaque doigt de 4 donneurs différents. Avant de faire I’acquisition spectrale, les

¢chantillons ont été traités dans 1’eau distillée puis séchés 16 heures sous vide.
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Les spectres ont été normalisés par les masses respectives de chaque échantillon. Les résultats

de cette étude sont présentés dans la figure 67.
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Figure 67 : Intensité du signal endogéne BKS en fonction du doigt de prélévement pour 4 donneurs différents.

On constate une variabilité de I’intensité du signal endogene entre 7 % et 13 % selon
I’individu concerné. Compte tenu de 1’écart-type associé a chaque mesure RPE, environ 8 a
10 %, on peut admettre que la variabilit¢ de I’intensit¢ du signal endogeéne n’est pas

significative. Ce résultat est important et sera utile par la suite.

Variation de ’intensité du signal endogéne selon la date de prélévement :

Nous avons montré précédemment que les rayonnements UV, et plus particuliérement
les UVA générent un signal stable, I’UVIS 5, qui se superpose au signal endogeéne BKS. Ainsi,
il est utile d’analyser la variabilité, pour un méme donneur, de I’intensité¢ du signal endogene
au cours de I’année. En effet, on pourrait s’attendre a ce que le signal endogene soit plus
intense en été qu’en hivers du fait de la plus forte fluence énergétique en UVA [Chaillol,
2011].

Pour ce faire, une étude sur la variation de I’intensité du signal endogéne BKS pour

quatre donneurs réguliers sur une période d'un an a été réalisée. A I’instar des études
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précédentes, les échantillons ont été traités dans 1’eau puis séchés sous vide afin de

s’affranchir des signaux RPE instables. La figure 68 représente les résultats de cette étude.
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Figure 68 : Evolution de I’intensité du signal endogéne BKS tout au long de 1’année pour 4 donneurs différents.

L’intensité du signal endogéne BKS varie au cours de I’année pour un méme donneur.
En effet, la dispersion relative des intensités du signal endogéne BKS mesurées tout au long
de I’année est comprise entre de 9 % et 18 % selon I’individu considéré. Cette variation en
intensité peut s’expliquer en partie par I’exposition des ongles a la lumiere du jour. Nous
n’avons pas identifi¢ de corrélation entre la saisonnalité et I’intensité du signal endogene.
Quand bien méme ce lien existerait, il serait trés compliqué a déceler. En effet, lorsque les
ongles sont exposés aux rayonnements UVA, il a y a création de radicaux semiquinones UV-
induits stables dans 1’ensemble de I’ongle, de 1’éponychium au bord libre. Il est logique de
penser que la quantit¢ de radicaux UV-induits sera plus importante en ét¢ qu’en hiver.
Seulement, I’ongle pousse de facon continue tout au long de 1’année a hauteur de 3 mm/mois
pour les mains (1 mm/mois pour les pieds). En théorie, si I’on ne considére qu'une seule et
unique exposition aux UV en janvier, il sera possible de mesurer cette information jusqu’en

juin pour les mains (décembre pour les pieds). L’intensité du signal endogéne mesurée a un
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moment donné est donc due a I’exposition aux rayonnements UV datant de I’ensemble des 6
derniers mois pour les mains (12 derniers pour les pieds). La mesure a un instant donné de
I’intensité du signal endogene est liée a ’accumulation des radicaux UV-induits des 6 ou 12

derniers mois selon 1’extrémité étudiée.

La variabilité en intensité¢ du signal endogene semble dépendre de la concentration en
radicaux semiquinones UV-induits stables. Ainsi, 1’intensité du signal endogéne BKS n’est
pas forcément égale dans les ongles de pieds et de mains. Par conséquent, dans un souci
d’extraction de la composante radio-induite RIS 5 dans le cas d’un accident radiologique
localisé au niveau des mains, il ne serait pas pertinent de soustraire 1’intensité mesurée dans
les ongles de pieds méme celle provenant du quintus. En effet, la contribution des radicaux
UV-induits sur le signal endogene serait alors inconnue. Par conséquent, si ’on veut extraire
la composante radio-induite RIS 5 dans le cas d’un accident radiologique réel le plus
justement possible, il est impératif de mesurer les ongles de la main non irradiée quand cela

est possible.

2.3.2  La variabilite inter-individu

Dans le cas d’un accident radiologique localisé au niveau des mains, une approche
générique pour extraire la composante radio-induite RIS 5 serait de soustraire un signal
endogéne BKS moyen calculé pour un grand nombre d’échantillons provenant des mains des

donneurs. L’objet de ce paragraphe est de voir si une telle approche est pertinente ou non.

Pour ce faire, nous avons mesuré¢ le signal endogéne BKS de 30 donneurs différents :
17 femmes, 13 hommes. Parmi I’ensemble des donneurs, 20 sont de type Caucasien, 6 de type
Asiatique et 4 de type Africain. Nous ne sommes pas en mesure de tirer de robustes
conclusions statistiques avec une cohorte de 30 donneurs, toutefois, en fonction des résultats
obtenus, nous serons capables de juger de la pertinence de cette approche générique. Avant
d’étre mesurés, les échantillons ont été nettoyés, trempés dans ’eau distillée 1 heure puis
séchés sous vide pendant 16 heures. Les résultats de cette étude de variabilité du signal

endogeéne BKS sont présentés dans la figure 69.
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Figure 69 : Intensités du signal endogéne BKS mesurées pour une cohorte de 30 donneurs différents.

D’apres les résultats obtenus, les intensités des signaux endogenes calculés pour la
cohorte de 30 donneurs varient d’un individu a I’autre jusqu’a plus de 350 %. La dispersion
relative des intensités mesurées est de 37,45 % ce qui est considérable. Comment interpréter
ces différences en intensité ? Plusieurs possibilités sont a prendre en compte pour éclaircir ce
point. Tout d’abord, nous avons montré¢ [I’impact de la lumiére naturelle, et plus
particulierement des rayonnements UV A, sur la variabilité¢ du signal endogéne pour un méme
individu (« 2.3.1 La variabilit¢ pour un méme individu »). Il est clair que I’ensemble des 30
individus de la cohorte étudiée ne posséde pas les mémes habitudes de vie et certains, plus
que d’autres, vont s’exposer davantage au soleil générant au passage plus de radicaux UV-
induits. De plus, Greaves et Moll, ont étudi¢ en 1976 la composition en acides aminés des
ongles d’une dizaine de donneurs différents. Ils ont notamment montré que le taux en tyrosine
pouvait varier a hauteur de 10,67 %. Or, sachant que le signal endogéne a pour origine un
radical o-semiquinone anionique généré a partir de la DOPA, elle-méme provenant de la
tyrosine (« 2.2 Caractérisation du signal endogene »), on comprend que le taux initial de
tyrosine impactera I’intensité du signal endogéne. Enfin, la derni¢re explication, et siirement
la plus probante, concernant cette variabilité¢ inter-individu est simplement les différences
physiologiques des ongles entre les différentes personnes. En effet, le signal endogene est

mesuré apres traitement dans I’eau puis séchage sous vide afin de ne mesurer que les radicaux

139



Etude et caractérisation du signal endogéne et des signaux radio-induits

stabilisés par les cations avoisinants. Encore une fois, il est fort probable que la concentration
de ces ions difféere d’un individu a 1’autre. Ce dernier point devrait faire 1’objet d’une étude

prochaine et permettra de mettre soutenir cette hypothése fondamentale.

Finalement, ’ensemble des résultats présentés ici sont en accord avec ceux de Le,
2015 et notamment ceux de Swarts et al., (2016) portant sur la variabilité inter-individus du
signal endogene BKS. Ces derniers ont réalisé une étude exhaustive sur plusieurs centaines
d’individus présentée dans le tableau 8. Je n’ai malheureusement pas eu autant d’échantillons

a traiter, toutefois les résultats que je présente ici sont en accord avec les leurs.

Tableau 8 : Intensités du signal endogéne en fonction du genre, des origines et de 1’age des donneurs. Données
provenant du poster de Swarts et al., lors du 62™ Annual International Meeting- Radiation Research Society

(RADRES) en octobre 2016 a Hawai.

Intensité du signal endogene BKS  Dispersion relative
Genre, origine, age

Moyenne (u.a) et écart-type (u.a) (%)
Homme de type Caucasien
7,91 £2,32 29,33
16 a 51 ans
Femme de type Caucasien
11,3+3,4 30,09
16 a 51 ans
Homme de type Africain
11,9+ 3,0 25,21
16 a 51 ans
Femme de type Africain
14,7 £4,8 32,65
16 a 51 ans
Homme de type Asiatique
6,83 £2,24 32,80
16 a 51 ans
Femme de type Asiatique
P 1 6,71 £1,15 14,14
16 a 51 ans

Nous avions proposé, en introduction, une approche générique pour extraire la
composante RIS 5 du signal endogéne BKS. Cette approche consisterait a soustraire un signal

endogeéne moyen calculé pour un grand nombre d’individus au signal global regroupant le
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signal endogene BKS et le signal radio-induit RIS 5. D’aprés les résultats obtenus, la
dispersion de I’intensité¢ du signal endogéne inter-individu est d’environ 40 % et la différence
entre deux donneurs peut atteindre plus de 350 %. Sachant qu'une dose de 2 Gy génére un
signal radio-induit RIS 5 qui augmente I’intensité¢ du signal RPE global (BKS + RIS 5) de
seulement 20 % [Trompier et al., 2014], on comprend que cette approche n’est pas pertinente.

Nous ne pourrions pas estimer correctement le signal radio-induit RIS 5 ni les doses estimées.

2.4 Synthese sur le signal endogene

Le signal endogéne est un signal anisotrope défini par g,=2,0060(2), g,=2,0054(2) et
g3=2,0024(2). Pour un faible nombre d’individus, environ 10 % des 30 donneurs étudiés, un
intense signal apparait en g=2,0024(2). Nous avons mené une investigation concernant la
nature des radicaux responsables de ces signaux endogenes. Les résultats des expériences
chimiques (oxydo-réduction, acido-basiques, conditions de stockage) couplés aux simulations
spectrales ont permis de soutenir I’hypothése que le signal endogéne BKS a pour origine un
radical o-semiquinone anionique, et I’intense signal isotrope provient du radical tryptophanyl
dont I’anisotropie du facteur g n’est pas résolue en bande Q. Le radical o-semiquinone
anionique est généré a partir des molécules DOPA, elles-mémes provenant de I’oxydation
partielle des acides aminés tyrosines par le dioxygeéne ambiant ou par interaction
rayonnement-matiére [Jain et al., 1997]. Les radicaux o-semiquinones anioniques semblent
étre générés dans I’ensemble du volume de I’ongle. Il serait intéressant de réaliser une
expérience d’imagerie RPE pour confirmer cette hypotheése. Toutefois, une partie de ces
radicaux anioniques semblent étre stabilisés par des cations de type Al’*, Mg, Ca*'
naturellement présents dans les ongles expliquant la pérennité de I’information du signal RPE
dans le temps. De plus, il est fort probable que certains des acides aminés hydrophobes tels
que la méthionine ou la phénylalanine soient répartis de part et d’autre de certains de ces
radicaux réduisant ainsi la cinétique de recombinaison radicalaire du signal endogéne lors des
traitements chimiques. L’ensemble des radicaux stabilisés dans 1’échantillon sont
responsables du faible signal endogene visible aprés traitement dans I’eau ou dans une
solution réductrice par exemple. Nous avons également montré que I’exposition aux
rayonnements UV, et plus particulicrement les UVA, générait un signal UV-induit stable que

I’on nomme UVIS 5, ayant les mémes caractéristiques spectrales que le signal endogene BKS.
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Ceux qui seront stabilisés par les cations de type AI*", Mg®", Ca®>" seront responsables du
signal UVIS 5, et ceux qui ne sont pas stabilisés seront responsables du signal UVIS 2. On a
une analogie entre les signaux UV et radio-induits. En effet, I’intensité du signal UVIS 2 varie
linéairement avec la dose de rayonnement UV absorbée a I’instar du RIS 2. Et I’intensité du
signal UVIS 5 sature avec la dose de rayonnement UV. Toutefois, les rayonnements UV
pénétrent moins profondément dans 1’échantillon que les rayonnements y ou X du fait de leur
différence énergétique. C’est la raison pour laquelle le signal UVIS 5 sature apres seulement
quelques minutes d’exposition (entre 60 et 90 minutes). Nous avons montré cependant que
I’origine du signal endogeéne n’est pas uniquement due a une exposition préalable aux
rayonnements UV. Le signal endogéne BKS et le signal UV-induit stable UVIS 5 sont donc
deux signaux a part entiére, identiques certes, mais d’origine différente. L origine du BKS n’a

cependant pas été résolue et constitue toujours une source d’interrogation.

Plusieurs expériences sur la variabilité¢ de I’intensité du signal endogene intra et inter-
individu ont permis de montrer que ce signal variait en fonction de 1’extrémité prélevée, en
fonction de la date de prélévement et également selon 1’individu considéré. Ces résultats sont
capitaux. En effet, rappelons que lors d’un accident radiologique, il y a création d’un signal
radio-induit stable mais faible en intensité, le RIS 5, qui se superpose au signal endogéne BKS
et, a fortiori, au signal UV-induit UVIS 5. Nous avons montré que la seule approche
potentiellement pertinente pour extraire cette composante radio-induite était de soustraire au
signal RPE global {BKS + UVIS 5 + RIS 5} le signal endogene {BKS + UVIS 5} provenant de
la main non irradiée. En effet, ce signal endogeéne peut différer entre les ongles des mains et
des pieds trés probablement a cause de I’exposition préalable aux UVA. L’approche
générique qui consisterait a soustraire une intensité moyenne calculée pour un grand nombre
d’individus est inenvisageable. En effet, la différence en intensité du signal endogene peut
atteindre pres de 350 % entre 2 individus rendant cette approche inefficace. Enfin, nous avons
rédigé plusieurs articles scientifiques qui résument I’ensemble de ces travaux et qui vont étre

soumis treés prochainement (juillet 2018).

142



Etude et caractérisation du signal endogeéne et des signaux radio-induits

3  Les signaux radio-induits

Lors d’un accident radiologique, des radicaux radio-induits sont générés dans les
ongles et, dans I’intervalle de dose considéré a savoir entre 0 et 100 Gy, deux signaux
spécifiques a I’irradiation apparaissent, I’'un trés intense, dont 1’intensité varie linéairement
avec la dose absorbée, qui a ét¢ nommé RIS 2, et I’autre, le RIS 5, faible en intensité et qui
varie de maniére parabolique avec la dose, et dont la dose de saturation différe d’un individu a
I’autre [Trompier et al., 2014]. Ces signaux se superposent au signal endogéne BKS et, par

conséquent, au signal UV-induit stable UVIS 5.

Le RIS 2 est assujetti a une forte décroissance liée au taux d’humidité in-vivo de
I’ongle et un simple lavage de I’échantillon a 1’eau peut I’éliminer complétement. De ce fait
son utilisation pour réaliser une dosimétrie n’est pas envisageable dans des conditions réelles
d’accident. En revanche, le deuxieme signal spécifique a I’irradiation, le RIS 5, est quant a lui
résistant a 1’eau et il a déja été utilisée pour doser la quantité de rayonnements radio-induits
dans le cas d’accidents radiologiques [Trompier et al., 2014]. Le probléme majeur réside dans
le fait qu’il se superpose au signal endogéne BKS et au signal UV-induit stable UVIS 5 tous
deux variables en intensité. Si un protocole d’estimation des fortes doses (> 10 Gy) a été¢ mis
en place récemment [Trompier et al., 2007], celui nécessite cependant d’étre amélioré et
validé. De plus il n’en existe pas a ce jour pour les plus faibles (< 10 Gy). Dans la suite de ce
chapitre, a défaut de connaitre la contribution exacte du signal UV-induit UVIS 5 dans
I’intensité totale du signal endogéne de chaque individu, je ne ferai plus de distinction
entre ces deux signaux. Lorsque je mentionnerai le signal endogene, celui-ci sera

implicitement composé du signal endogene BKS et du signal UV-induit UVIS 5.

Nous présentons ici une I’analyse des signaux radio-induits RIS 2 et le RIS 5. A
I’instar du BKS, nous avons tenté de comprendre ’origine de ces signaux et de voir comment
ils variaient de maniére qualitative (forme spectrale) et quantitative (courbes de réponse en

dose) pour un méme individu mais également pour différents donneurs.
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3.1 Le signal radio-induit RIS 2

Bien que ce signal radio-induit soit instable, il reste largement étudié par la
communauté¢ de dosimétristes RPE. En effet, il posséde des caractéristiques spectrales
similaires au signal endogene mais est nettement plus intense que celui-ci. Son intensité varie
linéairement avec la dose absorbée ce qui permet une estimation robuste et simple des doses
absorbées en conditions de laboratoire (stockage sous vide, absence de lumiére). Ce signal est
cependant trés instable. Toutefois, peut-étre existe-t-il une relation entre celui-ci et son
homologue stable, le RIS 5, qui permettrait de développer une nouvelle approche d’estimation
de dose ? A Dinstar du signal endogéne, un traitement chimique pourrait également étre utilisé
afin de pallier sa décroissance ? Nous tenterons d’apporter des éléments de réponse afin de
conclure sur la potentialit¢ réelle de ce signal radio-induit instable en conditions réelles

d’accident.

L’objectif de ce paragraphe est, d’une part, de vérifier si I’allure des spectres des
¢chantillons d’ongles irradiés varie d’un individu a P’autre et également selon 1’extrémité
prélevée (mains, pieds) et, d’autre part, d’identifier le ou les radicaux a I’origine de ces

signaux. L’influence de traitements chimiques sur ce signal sera ¢galement étudiée.
3.1.1 Variabilité de I’allure spectrale du RIS 2

Avant de comparer les spectres d’ongles irradiés de différents donneurs, nous avons
voulu vérifier si, pour un méme individu, le signal radio-induit RIS 2 avait la méme allure
spectrale en fonction de 1’extrémité prélevée (mains et pieds). Les acquisitions spectrales ont
été réalisées en spectroscopie RPE bande Q a température ambiante et les irradiations ont
toutes été réalisées sur I’installation Alphée (« 5 Les dispositifs d’irradiation a I’'IRSN ») en
utilisant des rayons X de haute énergie (MeV). Les conditions d’irradiation sont présentées en
annexe « 1.8 Irradiations Alphée ». La dose de rayonnements ionisants n’a pas été choisie au
hasard. En effet, nous voulions faire I’acquisition spectrale d’un échantillon d’ongle dont
I’intensité du signal radio-induit RIS 2 était supérieure a celle du signal endogene tout en
restant dans la gamme de dose considérée, a savoir entre 0 et 10 Gy. Pour comparer

qualitativement 1’allure des spectres des ongles irradiés, ceux-ci ont été normalisés de fagon a

obtenir une amplitude du signal radio-induit RIS 2 égale a [ u.a (figure 70).
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Figure 70 : Spectres RPE en bande Q d’un échantillon d’ongle de main (bleu) et de pied (rouge) tous deux

irradiés a 10 Gy et normalisés a une amplitude de 1 u.a a des fins de comparaison.

Comme le montre la figure 70, on constate une treés forte similarité dans 1’allure des
spectres des échantillons d’ongles de main et de pied irradiés et les facteurs g du signal radio-
induit RIS 2 sont similaires. Ainsi, on constate que le signal radio-induit RIS 2 est défini par
2:=2,0060-2,0061, g,=2,0052 et g;=2,0022-2,0023. De plus, si on normalise les spectres RPE
représentant le signal endogene et le signal radio-induit RIS 2, comme présenté dans la figure
71, on ne constate aucune différence significative si ce n’est un rapport signal sur bruit plus
important pour le spectre de 1’échantillon irradié. En effet, la concentration en radicaux libres
¢tant directement proportionnelle a la dose absorbée par 1’échantillon, plus ce dernier aura été

irradié, plus le rapport signal sur bruit du spectre RPE sera important®.

4 Ce raisonnement est valable dans le cas d’une bijection entre la dose et [’intensité spectrale
ce qui est le cas pour le RIS 2 (variation linéaire) mais pas pour le RIS 5 qui présente un

phénomene de saturation [Trompier et al., 2014].
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Figure 71 : Spectres RPE normalisés d’un ongle sain (orange) représentant le signal endogéne et d’un ongle

irradié a 10 Gy (noir) représentant le signal radio-induit RIS 2.

A T’instar de I’étude concernant la variabilité de 1’allure spectrale du signal endogéne,
nous avons ¢galement vérifi¢ si la forme spectrale du signal radio-induit RIS 2 était similaire
entre les différents individus. Ainsi, la figure 72 représente ce signal radio-induit obtenu apres

irradiation de 10 Gy pour 3 individus différents, selon les ongles de main (a) ou de pieds (b).
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Figure 72 : Spectres RPE des ongles de main (a) ou de pied (b) irradiés a 10 Gy de trois donneurs différents.
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Contrairement au signal endogene ou nous avions remarqué de flagrantes différences
dans les allures des spectres’, le signal radio-induit RIS 2 ne semble présenter aucune
particularité inter-individu (parmi I’ensemble des échantillons mesurés dans le cadre de cette
¢tude) et les facteurs g sont identiques. Cependant, les intensités spectrales différent et nous y

reviendrons dans la suite de ce chapitre.

3.1.2  Identification du radical a ’origine du RIS 2

Etant donné que le signal radio-induit RIS 2 posséde des caractéristiques spectrales
similaires au signal endogéne, il est légitime de se demander si ces radicaux ont la méme
structure, a savoir un radical o-semiquinone anionique, mais généré différemment. Afin de
tester cette hypotheése, nous avons réalisé 1’acquisition spectrale d’un échantillon d’ongle de
main et de pied avant et apres irradiation de 10 Gy. Le spectre initial (signal endogene) a été
soustrait au spectre final afin d’isoler la seule composante radio-induite RIS 2 avant de
procéder aux simulations spectrales du radical semiquinone défini par g,=2,0059, g,=2,0054
et g;=2,0022 [Jeschke et al., 2005]. Ainsi, le tableau 9 et la figure 73 représentent les résultats

de ces simulations spectrales.

Tableau 9 : Synthese des résultats sur I’estimation des facteurs g du signal radio-induit instable RIS 2.

Valeurs
o Intervalle des parameétres ~ Valeurs RIS 2 ongles ~ Valeurs RIS 2 ongles
originales ) )
spectraux testés de main de pied
BKS
2,0060(2) [2,0057 ; 20061] 2,0060 2,0061
Facteur g
2,0054(2) [2,0052; 20056] 2,0052 2,0052
(sans unité)
2,0024(2) [2,0020,; 20024] 2,0022 2,0023

5 Nous avions remarqué [’apparition d’un intense signal isotrope en g=2,0022(2) lors de
[’étude sur le signal endogene (« 2.1 Variabilité spectrale du signal endogene BKS »). Ce
signal n’apparaissant que pour 3 donneurs de la cohorte totale, nous avons donc fait le choix
de réserver ces échantillons pour de futures et complémentaires études en utilisant des

spectrometres RPE a plus fortes fréquences micro-ondes (bande W a 94 GHz par exemple).
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Figure 73 : Spectres RPE des ongles de main (a) et de pied (b) irradiés et leur simulation spectrale associée. Les

paramétres spectraux sont répertoriés dans le tableau 9.

On constate que les parametres utilisés pour simuler le signal endogéne sont similaires
a ceux utilisés pour simuler le signal radio-induit RIS 2 (tableau 9). En effet, les facteurs g
calculés ne différent qu’a hauteur de 0,0002 au maximum par rapport a ceux du radical
semiquinone [Jeschke et al., 2005]. De plus, I’écart moyen relatif (RMSD) entre le modele
théorique (spectre simulé¢ de semiquinone) et le spectre expérimental (RIS 2) est inférieur a
5 % et ce, a la fois pour les ongles de mains ou de pieds. Cette premicre étape est en accord
avec I’hypothése que le signal radio-induit observable directement apres irradiation, le RIS 2,

provient d’un radical semiquinone.

La seconde étape pour vérifier si les radicaux o-semiquinones anioniques étaient
¢galement responsables du signal RIS 2 a consisté¢ a étudier I’impact de 1’oxydation des
échantillons sur ce signal. Nous avons vu dans la partie « 2.2 Caractérisation du signal
endogéne » que le signal endogeéne pouvait étre généré par oxydation soit en laissant
I’échantillon a I’air libre, soit en utilisant une solution oxydante en milieu basique. Ainsi, les

deux approches ont é€t¢ menées sur un ¢chantillon d’ongle irradié.
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I1 a été montré dans le chapitre précédent que le radical semiquinone était, d’une part,
le plus stable sous sa forme anionique et d’autre part, qu’il pouvait étre généré a partir de la
molécule L-3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA) par interaction rayonnement-maticre
[Tipikin et al., 2016]. Les molécules de DOPA sont générées par oxydation partielle de
’acide aminé tyrosine en présence de dioxygene ou par interaction rayonnement-matiere [Jain
et al., 1997]. De ce fait, si les entités paramagnétiques responsables de ce signal radio-induit
sont effectivement des radicaux o-semiquinones anioniques, alors apres la décroissance totale
en intensité du RIS 2, nous devrions étre en mesure de le reconstituer (en plus du BKS) en
oxydant les échantillons. Ainsi, les intensités spectrales mesurées apres un tel traitement

devraient étre identiques a celles obtenues directement apres irradiation.

Dans un premier temps, 4 échantillons d’ongles d’un méme donneur et irradiés a
différentes doses (0, 10, 25 et 50 Gy) ont ét¢ immergés dans de I’eau distillée pendant une
heure et ont séché a 1’air libre. Les mesures en spectroscopie RPE bande Q ont été réalisées

apres 1 jour, 7 jours et 22 jours de séchage. Les résultats sont présentés dans la figure 74.

14 T T T T T T T T T T T
. ler jour

Teme jour
22eme jour

= =
oo [ P
T T
-
, , H HH

Amplitude pic a pic, u.a
(=53]

4 F }—

I - ’
2 1 1 1 1 l l 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Dose, Gy

Figure 74 : Evolution de I’intensité du signal RPE aprés irradiation (0, 10, 25 et 50 Gy) aprés humidification

d’une heure dans 1’eau puis séchage a 1’air libre 1 jour (rouge), 7 jours (bleu) et 22 jours (magenta).
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En premier lieu, on constate qu’aprés 1 jour de séchage, I’intensité du signal RPE
d’intérét augmente avec la dose. Il s’agit en réalité du signal endogeéne superposé au signal
radio-induit stable RIS 5 comme nous le verrons par la suite. L’intensité du signal radio-induit
RIS 2 varie linéairement avec la dose absorbée [Marciniak et al., 2016, Trompier et al., 2014].
Nous verrons dans la suite de ce chapitre qu’il existe une certaine variabilité inter-individu,
toutefois, pour une dose de 10 Gy, le RIS 2 devrait étre environ 2 fois plus important que le
BKS, et pour une dose de 50 Gy, 5 fois plus intense. Or, aprés 22 jours de séchage a ’air
libre®, les intensités spectrales sont toutes du méme ordre de grandeurs et ce pour I’ensemble
des doses étudiées (de 0 Gy a 50 Gy). Le signal mesuré au bout de 22 jours correspond au
signal endogeéne oxydé auquel s’ajoute le signal radio-induit stable RIS 5. Au bilan, le signal
radio-induit RIS 2 ne repousse pas comme ce fut le cas du BKS (« 2.2.4 L’impact du milieu

ambiant sur I’intensité du signal endogene»).

Le signal radio-induit RIS 2 est vraisemblablement généré dans tout le volume de
I’ongle lors de I’exposition aux rayonnements ionisants. Des études complémentaires en
imagerie RPE devrait nous renseigner sur ce point et seront menées prochainement. Les
ongles, de par leur constitution (alpha kératine, lipides...) et leur structure particuliere
(enchevétrement fibres de kératines sous forme de maillage), empéchent le dioxygene de
pénétrer profondément dans le volume et donc d’oxyder les molécules de DOPA spécifiques a
I’irradiation. C’est notamment pour cette raison que nous ne sommes pas en mesure de
régénérer le RIS 2 enticrement. Cependant, les traitements chimiques des échantillons
d’ongles dilatent leur structure (ruptures ponts disulfures par exemple) et permettent ainsi une
oxydation plus profonde des molécules de DOPA. C’est la raison pour laquelle nous avons

investigué I’impact d’une oxydation en solution des échantillons irradiés.

Ainsi, afin d’apporter davantage d’éléments de réponse, un échantillon d’ongle a été
irradi¢ a 5 Gy et le RIS 2 a été mesuré. Cet échantillon a ensuite été traité dans de 1’eau
distillée pour éliminer entierement ce dernier. Enfin, un traitement oxydant a été réalisé avec
une solution de 0,1 M de KsFeCNg a pH=13 pendant 1 heure. Le ferricyanure de potassium

permet d’oxyder les systémes organiques [Bharat, 1960] et donc permet de générer les

6 Apres 22 jours de séchage, le signal RPE d’intérét est stable et ne varie pas dans le temps.
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radicaux o-semiquinones anioniques a partir des molécules DOPA. L’échantillon d’ongle a
été séché sous vide pendant 16 heures avant d’étre mesuré. Les résultats de cette expérience

sont présentés dans la figure 75.
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Figure 75 : Spectres RPE d’un ongle irradié : directement apres irradiation (RIS 2, bleu), apres traitement dans

I’eau (RIS 5, orange) et apres traitement oxydatif (jaune).

On constate que le traitement oxydant de 1’échantillon d’ongle préalablement irradié et
traité dans I’eau permet de régénérer un signal similaire radio-induit RIS 2 et dont I’intensité
spectrale est du méme ordre de grandeur. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par
Tipikin et al., (2016) qui avaient également observé la régénération de ce signal radio-induit
par traitement oxydant en milieu basique. Toutefois, les intensités spectrales ne sont pas
renseignées dans leur article. Ce résultat montre qu’apres la décroissance totale en intensité du
RIS 2, il semble possible de le régénérer par traitement oxydant en milieu basique. Les
radicaux a I’origine du RIS 2 sont donc, a fortiori, des radicaux o-semiquinones anioniques
générés a partir des molécules de DOPA par interaction rayonnement-maticre. Ce résultat est
remarquable et souléve la question suivante : pourrions-nous utiliser cette propriété pour

une application potentielle en dosimétrie RPE ?

L’hypothese selon laquelle le signal radio-induit RIS 2 a pour origine des radicaux o-

semiquinones anioniques radio-induits générés a partir molécules de DOPA est cohérente.
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3.1.3 Une régénération possible du signal radio-induit RIS 2 a des fins

dosimétriques ?

La raison pour laquelle il n’est pas possible d’utiliser le signal radio-induit RIS 2 en
dosimétrie RPE est qu’il est fortement instable et qu’une simple humidification suffit a
I’¢liminer. Mais nous venons de voir qu’il était, a priori, possible de régénérer ce signal apres
son élimination totale ou partielle a 1’aide d’une solution oxydante a I’instar du signal
endogeéne. Si ce résultat est reproductible, alors nous disposerions d’une base solide pour
développer un protocole de dosimétrie RPE sur les ongles a la fois innovant, rapide et
efficace. De plus, I’intensité du RIS 2 pour les fortes doses (> 10 Gy) est nettement supérieure
a celle du signal endogéne et la variabilité de ce dernier poserait alors moins de probleme. Il
est également important de souligner qu’actuellement, I’'unique protocole de dosimétrie RPE
sur les ongles est basé sur le signal radio-induit stable RIS 5 (que nous caractériserons plus
tard dans ce chapitre) et que les délais d’expertises sont relativement longs (plusieurs jours
voire semaines). Or, si la dose absorbée au cours de 1’accident radiologique est supérieure a la
dose de saturation, il nous est impossible de 1’estimer. Ainsi, si nous parvenons a régénérer le
signal radio-induit RIS 2, alors nous pourrions donner rapidement un ordre de grandeur de

cette dose qui constitue une information pertinente pour la prise en charge de la victime.

Pour tenter de vérifier ce point fondamental, nous avons réalisé la méme expérience
d’oxydation décrite dans la partie « 3.1.2 Identification du radical a 1’origine du RIS 2 » sur
des échantillons d’ongles d’un méme donneur. Les doses qui ont été retenues sont 0, 2, 5 et 10
Gy afin de juger de la pertinence d’un tel protocole pour I’estimation de faibles doses entre 0
et 10 Gy car, actuellement, aucun protocole validé de dosimétrie RPE sur les ongles ne le
permet. L’objectif de cette étude est de vérifier s’il est possible de corréler I’intensité du

signal radio-induit apres oxydation avec la dose recue par 1’échantillon.

Dans un premier temps, les échantillons d’ongles ont été irradiés a 0, 2, 5 et 10 Gy
puis ont été mesurés en spectroscopie RPE bande Q a température ambiante afin d’obtenir le
signal radio-induit instable, le RIS 2. Les échantillons ont ensuite été immergés dans de 1’eau
distillée pendant 1 heure afin d’éliminer le signal radio-induit RIS 2 instable. Afin d’observer

I’impact de 1’oxydation des échantillons sur les signaux RPE radio-induits, ceux-ci ont ensuite
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¢été traités dans une solution de 0,1 M de K;Fe[CN]s en milieu basique (pH=13) comme
suggéré dans la littérature [Tipikin et al., 2016] pendant 1 heure avant d’étre séchés dans un
dessiccateur sous vide pendant 16 heures. La figure 76 représente les spectres RPE obtenus

apres ce traitement chimique et normalisés par les masses respectives des échantillons.
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Figure 76 : Spectres RPE normalisés par les masses respectives des échantillons d’ongles irradiés a 0, 2, 5 et 10
Gy mesurés apres irradiation (bleu), apres traitement dans 1’eau puis séchage (orange) et aprés traitement

oxydant (jaune) a P=0,6 mW.

On constate qu’a I'instar de 1’expérience d’oxydation menée sur le signal endogéne
(« 2.2 Caractérisation du signal endogéne »), ce traitement chimique génére un signal de
méme allure que celui du radio-induit RIS 2 et ce, pour I’ensemble des doses de rayonnements
ionisants. Toutefois, on observe quelques disparités concernant les intensités spectrales. Pour
le vérifier, nous avons tracé I’évolution des intensités du RIS 2 et du signal obtenu apres

traitement oxydant en fonction de la dose absorbée (figure 77).
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Figure 77 : Variation des intensités des signaux RPE des échantillons aprés irradiation (bleu) et aprés traitement

oxydant (rouge) en fonction de la dose absorbée.

Comme le montre la figure 77, les intensités de ces spectres sont proportionnelles a la
dose absorbée. En effet, I’intensité du signal radio-induit RIS 2 varie linéairement avec la dose
absorbée ce qui est conforme aux résultats de la littérature [Marciniak et al., 2016, Trompier
et al., 2009, 2014, Romanyukha et al., 2014]. Toutefois, les résultats concernant 1’intensité du
signal RPE aprés oxydation sont plus disparates. Apreés décroissance totale du RIS 2, le
traitement oxydant permet de générer un signal similaire a ce dernier et d’intensité du méme

ordre de grandeur. Les différences relatives en intensité sont comprises entre 2 et 24 %.
Au cours de ces expériences de régénération du RIS 2, nous avons remarqué que

certains échantillons permettaient de retrouver I’intensité originale du RIS 2, alors que pour

d’autres, cela n’était pas possible (figure 78).
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Figure 78 : Spectres RPE des ongles irradiés de deux donneurs (a, b) mesurés apres irradiation (RIS 2, rouge) et

aprés traitement oxydant (bleu).

Les résultats obtenus ici sont en accord avec ceux obtenus par Tipikin et al., (2016).
En effet, ces derniers arrivaient a régénérer le RIS 2 mais pas de maniére systématique. A
I’heure actuelle, nous n’avons pas d’explication certaine pour expliquer ces résultats. Pour
str, il y a un parametre d’ordre expérimental (Durée de traitement chimique ? Préparation des

¢chantillons ?) que nous ne maitrisons pas et qui pourrait expliquer ces différences observées.

L’ensemble de ces résultats sont a la fois intrigants et remarquables : il semblerait que
nous soyons en mesure de régénérer, souvent, le signal radio-induit RIS 2 apres traitement des
ongles dans une solution oxydante. Le RIS 2 est généré a partir des molécules de DOPA
présentes dans 1’ongle par interaction rayonnement matiére. De plus, le traitement dans I’eau
des échantillons d’ongles irradiés permet d’éliminer ce signal par recombinaison des radicaux
semiquinones radio-induits en DOPA. Aussi, afin d’avoir un protocole de dosimétrie fiable et
robuste, il est impératif d’oxyder uniquement et de fagon sélective ces molécules de DOPA
spécifiques a I’irradiation [Jain et al., 1997]. Si nous y parvenons, alors 1’élimination partielle
ou totale du RIS 2 ne constituera plus de probléeme en dosimétrie RPE et nous pourrons

utiliser cette approche a des fins dosimétriques.
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Dans le cas des faibles doses (entre 0 et 10 Gy), nous avons montré précédemment
qu’un tel traitement chimique génére également le signal endogéne. Celui-ci a la particularité
d’étre trés variable d’un individu a Dautre ce qui est problématique pour extraire la
composante radio-induite. Dans cette gamme de dose, le RIS 2 est du méme ordre de grandeur
que le BKS. Ainsi, il est nécessaire de trouver un moyen de les séparer. L approche qui est
envisagée et qui constitue une perspective de ce travail est la discrimination des deux signaux
par leur comportement vis-a-vis de la puissance du rayonnement micro-onde a I’instar des
protocoles de dosimétrie basés sur I’émail dentaire [Ignatiev et al., 1996]. En effet, le RIS 2 et
le BKS ne présentent pas le méme comportement avec la puissance du rayonnement micro-
onde [Marciniak et al., 2016]. Si nous arrivons a régénérer de maniere systématique et fiable
le RIS 2 apres son élimination totale, il sera possible de discriminer, au moins qualitativement,
un individu sain d’un individu irradié. Il est donc fondamental de poursuivre ces
investigations, notamment sur la variabilit¢ inter-individus, car les résultats obtenus au cours

de cette étude sont prometteurs.

Concernant les plus fortes doses (> 10 Gy), cette approche serait tres efficace. En
effet, dans cette gamme de doses, I’intensité du signal endogéne est nettement plus faible que
le RIS 2 et il ne constituerait donc plus de réel probleme. Il est nécessaire de mener une étude
de la variabilité¢ inter-individu du RIS 2 pour vérifier s’il est envisageable de générer une
courbe de réponse en dose universelle. Dans ce cas, nous pourrions estimer trés rapidement

I’ordre de grandeur de la dose absorbée par la victime au cours de 1’accident.

Enfin, rappelons que lorsque les échantillons d’ongles sont stressés mécaniquement
(lors de leur récolte notamment), des radicaux mécaniquement induits sont générés en surface
[Trompier et al., 2014]. Parmi ces signaux, le MIS 2 posseéde également des caractéristiques
spectrales semblables a celles du signal endogéne. Une étude exhaustive a été réalisée par
Trompier et al., (2014) et il semblerait que ce signal ne soit pas de la méme nature que le
signal endogéne. Toutefois, nous avons voulu vérifier que le traitement chimique explicité
précédemment ne régénérait pas ce signal mécaniquement induit comme suggéré par Tipikin
et al., (2016). En effet, ce résultat est d’importance puisqu’il pourrait expliquer la dispersion

des résultats obtenus ci-dessus.

156



Etude et caractérisation du signal endogeéne et des signaux radio-induits

Une régénération possible du signal mécaniquement induit MIS 2 ?

Le signal mécaniquement induit MIS 2 est caractérisé par un singlet en g=2,0044(2)
en bande X dans la littérature [Trompier et al., 2014]. Les especes radicalaires a 1’origine du
signal MIS 2 sont localisées au niveau du bord de la coupe de 1’ongle contrairement au signal
endogéne BKS et au signal radio-induit RIS 2 ou elles sont, a fortiori, réparties dans
I’ensemble du volume [Trompier, 2012]. Il est probable que le radical a I’origine du MIS 2
soit un radical sulfuré de type RSO, [Sevilla et al., 1988, 1987] cependant il est important de
vérifier qu’il ne s’agit pas de radicaux semiquinones car si tel est le cas, le traitement oxydant
régénérerait également le MIS 2 ce qui constituerait source d’erreur supplémentaire. Si les
radicaux susceptibles d’étre générés par stress mécanique dans les ongles sont effectivement
des radicaux soufrés, alors le traitement chimique d’oxydation des ongles ne devrait pas

régénérer le MIS 2 mais seulement le signal endogene.

L’objectif de cette partie n’est pas d’identifier la structure du radical a I’origine de ce
signal mais simplement de vérifier s’il est affecté par le traitement d’oxydation comme le
signal endogeéne BKS. Pour ce faire, nous avons étudi¢ un échantillon d’ongle fraichement
coupé puis laissé a ’air libre pendant 24 heures afin que les signaux mécaniquement induits
MIS 1, 3 et 4 soient éliminés permettant une mesure spécifique du MIS 2 et du signal
endogene [Tipikin et al., 2016, Trompier et al., 2014]. L’échantillon a ensuite été traité dans
I’eau distillée pendant 1 heure puis séché sous vide pendant 16 heures afin d’éliminer le MIS
2 et de ne mesurer que le signal endogene. L’échantillon a ensuite été traité dans une solution
de 0,1 M de KsFe[CN]s en milieu basique pH=13 pendant 1 heure puis séché sous vide
pendant 16 heures avant de mesurer le signal RPE résultant. Les radicaux mécaniquement
induits sont générés a la surface de I’ongle [Trompier et al., 2014] et doivent donc entrer en
contact avec la solution chimique. L’ensemble des mesures ont été effectuées en bande Q et

les résultats sont présentés dans la figure 79.
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Figure 79 : Spectres RPE du signal mécaniquement induit MIS 2 (vert) d’un échantillon 24 heures aprés
prélévement. Apreés traitement dans 1’eau, le signal endogéne BKS a pu étre mesuré (bleu). Enfin, le spectre

résultant de I’oxydation de I’ongle est représenté en rouge.

On constate que ’intensité initiale du signal mécaniquement induit MIS 2 n’est pas
retrouvée apres traitement dans la solution oxydante K;Fe[CN]s en milieu basique (pH=13).
Si les radicaux a ’origine du MIS 2 étaient des radicaux o-semiquinones anioniques, alors
I’oxydation de 1’échantillon aurait permis de le régénérer (a I'instar du BKS et du RIS 2) ce
qui n’est pas le cas ici. De plus, I’intensité du signal mesuré aprés oxydation vaut 2,8 fois
celle du signal endogéne ce qui est en accord avec 1’étude menée dans le paragraphe « 2.2
Caractérisation du signal endogéne ». Le signal mesuré apres ce traitement chimique

correspond, en réalité, au signal endogéne oxydé.

Au bilan, il ne semble pas possible de régénérer le MIS 2 par oxydation contrairement
au signal endogene. L’entité radicalaire a 1’origine du signal mécaniquement induit MIS 2
n’est pas, a fortiori, un radical o-semiquinone anionique ce qui est cohérent avec la littérature

[Trompier et al., 2014, Sevilla et al., 1988, 1987].

Ce résultat va a ’encontre de ceux obtenus par Tipikin et al., (2016) qui ont postulé

que ce traitement chimique permet de régénérer enticrement ce signal mécaniquement induit.
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Seulement, dans leur protocole expérimental, ces derniers retraitent les échantillons d’ongles
dans I’eau distillée apres les avoir oxydé. Or, puisqu’une simple humidification de 1’ongle est
suffisant pour éliminer le MIS 2, on comprend qu’ils ont, en réalit¢, mesuré le signal
endogene. Ainsi, ils n’observent pas une repousse complete du signal mécaniquement induit
MIS 2 mais une repousse compléte du signal endogene ce qui est en accord avec nos résultats

« 2.2.3 Les propriétés d’oxydo-réduction du signal endogéne ».

Pour conclure, nous avons montré que le traitement oxydatif des échantillons d’ongles
permettait de régénérer le signal endogeéne et, dans certains cas, le signal radio-induit RIS 2.
Nous avons également montré que le signal mécaniquement induit MIS 2 ne pouvait pas étre
régénéré par traitement oxydant. Si des résultats prometteurs ont d’ores et déja été obtenus
concernant la régénération du signal radio-induit RIS 2 aprés son élimination compléte, il
reste néanmoins un travail complémentaire a accomplir pour fiabiliser cette approche
originale. L’objectif est de I’optimiser pour permettre une repousse totale et reproductible du
RIS 2. Rappelons qu’a I’heure actuelle, il n’existe aucun protocole permettant I’estimation de

doses entre 0 et 10 Gy en dosimétrie RPE des ongles ce qui rend ces résultats prometteurs.

Admettons qu’il soit possible de régénérer de maniere fiable et systématique le signal
radio-induit RIS 2. Dans une optique de développement de protocole de dosimétrie, il est
nécessaire d’étudier la variabilité de ce signal radio-induit que ce soit pour un méme individu
(différences pieds / mains) mais également inter-individu. Cette analyse fait I’objet de la

partie suivante.
3.2 Variabilité du signal radio-induit RIS 2

L’étude précédente a permis une meilleure compréhension de 1’origine des signaux
radio-induits générés dans les ongles. A I’instar de 1’étude sur le signal endogene, il est
indispensable de vérifier si la radio-sensibilité¢ des ongles varie selon I’extrémité prélevée
(mains, pieds) mais également entre les individus. Est-il envisageable de générer une courbe
de réponse en dose universelle basée sur le RIS 2 ? Si tel est le cas, nous disposerions d’un
outil permettant une estimation rapide de 1’ordre de grandeur des doses regues par les victimes

d’accident radiologique.
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3.2.1 Les différences de radio-sensibilité des ongles pour un méme individu

Dans le cas ou les deux mains de la victime auraient été irradiées, il pourrait étre
pertinent d’utiliser les ongles des pieds afin de générer des courbes de réponse en dose. Ces
courbes permettraient ensuite d’estimer les doses recues par les mains de manicre
conventionnelle (2 chaque intensité spectrale correspond une dose de rayonnements
ionisants). Aussi, la question que nous pourrions nous poser est de savoir si, pour un méme
individu, la variation du signal radio-induit RIS 2 avec la dose diffeére selon les ongles des

mains et des pieds.

Afin d’apporter des ¢léments de réponse, nous avons étudié¢ les ongles des mains et
des pieds d’un méme donneur et de méme masse. L’objectif était de mesurer le signal radio-
induit RIS 2 pour différentes doses, de 0 a 50 Gy afin de constater si des différences étaient
observables entre les mains et les pieds comme c’était le cas lors de 1’étude du signal
endogene (« 2.3.1 La variabilité pour un méme individu »). Les mesures ont été effectuées en
spectroscopie RPE bande Q. Ainsi, la figure 80 représente 1’évolution du signal radio-induit

RIS 2 en fonction de la dose pour un méme individu selon I’extrémité de prélévement.
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Figure 80 : Evolution du signal radio-induit RIS 2 en fonction de la dose absorbée par un échantillon d’ongle de
main (bleu) et d’ongle de pied (rouge) d’un méme individu. Les acquisitions spectrales ont été effectuées en

bande Q.
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L’intensité du RIS 2 varie linéairement avec la dose absorbée entre 0 et 50 Gy ce qui
est en accord avec la littérature [Marciniak et al., 2016, Trompier et al., 2014, Romanyukha et
al., 2010, Black et al., 2010, Wilcox et al., 2010]. De plus, on ne constate pas de différences
majeures entres les ongles des mais et des pieds provenant d’'un méme individu. Ce résultat
est important. En effet, le comportement du signal radio-induit RIS 2 semble étre identique
pour un méme individu et ce, quelque soit I’extrémité prélevée. A ce titre, on constate une
hausse de I’amplitude du RIS 2 de 5,04 107 u.a.Gy” pour les pieds contre 5,48 107 u.a.Gy”’
pour les mains soit une légere différence en sensibilité de 8,7 %. Cette observation pourrait
éventuellement s’expliquer par une pré-dose UV plus importante dans les ongles de mains que
dans les pieds conduisant a une quantité plus faible de radicaux semiquinones radio-induits.
En ce sens, plus I’échantillon aura été exposé aux rayonnements UV, plus la quantité restante
de molécules DOPA sera faible. Puisque les radicaux radio-induits proviennent de la
dégradation de ces molécules par interaction rayonnement-matiére, on comprend que
I’exposition préalable aux UV a un réel impact concernant le rendement chimique de création

des radicaux semiquinone.

Au bilan, I’intensité du signal radio-induit RIS 2 varie linéairement avec la dose entre
0 et 50 Gy et la radio-sensibilité des ongles de mains et de pieds est similaire pour un méme
individu. Dans le cas d’une irradiation accidentelle et hétérogene, il semble possible, par
exemple, d’utiliser les ongles de pieds (si ceux-ci n’étaient pas irradi€s), pour générer une
courbe de réponse en dose individu-spécifique permettant 1’estimation des doses recues au
niveau des mains. Maintenant, il est crucial de savoir si le comportement du RIS 2 est
identique d’un individu a I’autre ? Si tel est le cas, il serait alors possible de générer une

courbe de réponse en dose universelle et de pouvoir fournir des estimations rapides de doses.

3.2.2  Les différences de radio-sensibilité des ongles inter-individus

Nous avons vu dans le chapitre « 2.1 Variabilité spectrale du signal endogéne BKS »
que I'intensité du signal endogéne variait en moyenne a hauteur de 40 % entre les différents
donneurs. On doit donc se poser la question de la radio-sensibilité des ongles d’un individu a

I’autre. Pour ce faire, nous avons récupéré les ongles de 6 donneurs différents. Les
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échantillons ont ensuite été irradiés aux mémes doses que précédemment, a savoir entre 0 et
50 Gy avant d’étre mesurés en spectroscopie RPE bande Q. La figure 81 représente
I’évolution du signal radio-induit RIS 2 avec la dose absorbée pour les 6 individus concernés.
Les spectres RPE ont été¢ normalisés par les masses respectives des échantillons a des fins de

comparaison. Enfin, le tableau 10 présente les régressions linéaires associées aux données

expérimentales.
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Figure 81 : Variation de I’intensité du signal radio-induit RIS 2 en fonction de la dose absorbée par I’échantillon.

Au total, 6 donneurs différents ont été étudiés et les spectres sont normalisés par les masses des échantillons.

Tableau 10 Résultats concernant les régressions linéaires de 1’évolution du RIS 2 avec la dose.

y=ax+b
Donneur
a b
A 8,84 10" u.a 8,66 u.a
B 845 10" u.a 878u.a
C 7,94 10" u.a 16,83 u.a
D 10,80 107" u.a 11,13u.a
E 9,45 10" u.a 10,37 u.a
F 941 107 u.a 973u.a
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On constate que ’intensité du signal radio-induit RIS 2 varie linéairement avec la dose
absorbée pour les 6 individus étudiés dans la gamme de dose considérée. Cependant, force est
de constater que la hausse de 1’intensité du RIS 2 est variable d’un individu a I’autre avec une
dispersion du coefficient directeur des régressions linéaires de 10,85 % inter-individu. De
plus, on constate que, pour une méme dose de rayonnements ionisants absorbée, les
différences en intensité spectrale peuvent atteindre prés de 47 %. On comprend dés lors qu’il
ne sera pas possible de générer une courbe de réponse en dose universelle basée sur le signal
radio-induit RIS 2. Ce résultat va a I’encontre de ceux obtenus par Romanyukha et al., (2014).
Toutefois, nous n’avons pas plus d’informations concernant l’origine ni le nombre de
donneurs de la cohorte étudiée [Romanyukha et al., 2014]. Ils recommandent cependant de
préparer les échantillons d’ongles de telle sorte qu’ils aient la méme géométrie, la méme
masse et la méme teneur en eau intrinséque. Nous avons suivi ces recommandations hormis la
teneur en eau qui n’a pas pu étre controlée. Cependant, les échantillons d’ongles ont séché
pendant plusieurs semaines a I’air libre afin d’obtenir, d’une part, un intense signal endogene

stable, et d’autre part, une teneur en eau la plus faible possible.

Toutefois, pourquoi observe-t-on de telles différences en radio-sensibilité inter-
individu ? A fortiori, les mécanismes physico-chimiques a ’origine de la génération des
radicaux radio-induits dans les échantillons d’ongles sont identiques pour tout individu.
Cependant, la composition biochimique des ongles varie d’un donneur a 1’autre [Greaves et
al., 1976]. En effet, il est trés probable qu’un individu possédant un faible taux de tyrosine, et
a posteriori, un faible taux de molécules DOPA, générera moins de radicaux semiquinones
radio-induits. De plus, il existe une différence du taux d’acides aminés présents dans les
ongles en fonction de 1’age et du sexe du donneur [Dittmar et al., 2008]. La composition de la
kératine évolue avec le temps ce qui a pour conséquence une variabilité dans la quantité des
acides aminés présents dans les ongles. Malheureusement, I’age de I’ensemble des donneurs
est une donnée manquante dans cette étude. Il serait trés intéressant par la suite de mener une
¢tude complémentaire de variabilité du signal RIS 2 en fonction de 1’age et du sexe des
donneurs voire de leur régime alimentaire pour potentiellement identifier des groupes ayant

des radio-sensibilités similaires.
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Nous avons également montré que I’exposition aux rayonnements UV engendrait
¢galement un signal UV-induit similaire aux RIS 2 et 5. Ainsi, les différences dans la
génération du RIS 2 pourraient probablement étre liées aux différences d’exposition aux UV
des 6 donneurs de ’expérience. Plus la quantité de radicaux UV-induits sera importante, plus
la concentration en molécules DOPA restante sera faible. Ainsi, le rendement chimique des

radicaux radio-induits par dégradation des molécules de DOPA sera également plus faible.

Concernant le paramétre b de la régression linéaire, il s’agit en fait de I’intensité
initiale du signal endogéne. On constate une dispersion relative de celui-ci a hauteur de
27,90 %. Or, nous avons montré¢ dans la partie « 2.3 Variabilité en intensit¢ du signal
endogeéne » une variabilité relative de 1’intensité de ce signal de 37,45 % ce qui est en accord

avec les résultats obtenus ici.

La radio-sensibilit¢ des ongles différe d’un individu a P’autre. Les hypotheses les plus
probantes pour expliquer ces différences sont d’une part, une différence biochimique (taux

d’acides aminés inter-individu) et d’autre part, une différence en intensité du signal UV-

induit qui réduit la quantité de molécules DOPA restante.

Nous venons de caractériser le signal radio-induit RIS 2 au cours de cette partie. Ce
signal radio-induit est instable et une simple humidification des ongles suffit a 1’éliminer
rendant tout acte de dosimétrie en conditions réelles d’accident impossible. Toutefois, nous
avons montré qu’il était possible de régénérer ce signal apres décroissance totale par un
traitement oxydant en milieu basique. Ce résultat prometteur demande un approfondissement
afin de maitriser ce processus. Aussi, certaines perspectives sont a envisager. Dans le cas ou
nous serions en mesure de régénérer systématiquement et de fagon reproductible le RIS 2,
alors nous disposerons d’une méthode innovante et efficace pour doser les doses absorbées
par les ongles et notamment celles supérieures a 10 Gy car la variabilité¢ du signal endogéne

ne poserait plus de probléme du fait de I’intensité du RIS 2 nettement supérieure.
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Nous avons identifié¢ des pistes prometteuses pour doser les rayonnements ionisants
dans les ongles en utilisant le signal radio-induit RIS 2. Intéressons-nous maintenant au signal
radio-induit RIS 5 qui, comme rappelé en introduction, est le seul signal radio-induit exploité
en dosimétrie RPE des ongles, dans le cas d’accidents réels et sans quelconque traitement

chimique sous-jacent.

3.3 Le signal radio-induit RIS 5

Dans leur récente étude, Trompier et al., (2014) ont montré 1’existence d’un signal
radio-induit stable dans le temps et résistant a I’eau, le RIS 5. Ces deux caractéristiques sont
essentielles pour une utilisation en dosimétrie RPE d’accident radiologique comme ce fut le
cas en 2014 [Trompier et al., 2014]. Cependant ce protocole est limité aux doses supérieures a
10 Gy, du fait de la variabilité¢ observée sur la dose dite de saturation. De plus, ce protocole
basé sur des ajouts dosés de I'ordre de 1 a 2 Gy jusqu’a atteindre la saturation est d’autant
plus long a mettre en ceuvre que les doses a estimer sont faibles et que la dose de saturation
est ¢levée. La dose de saturation pouvant atteindre 55 Gy, une dose a estimer de 1’ordre de 25
Gy, nécessitera entre 15 et 30 cycles de post-irradiation, nécessitant chacun 24 heures, soit
une durée comprise entre 2 semaines et 1 mois de travail pour estimer la dose. Compte tenu
de I'impératif de fournir les estimations de doses au plus vite, on comprend I’intérét de
chercher a optimiser ce protocole pour le rendre plus performant. Le préalable est d’étudier
dans le détail I’origine du RIS 5, sa variabilité et les paramétres ayant une influence sur sa
formation et son intensité. De plus, il est important de mentionner que certains auteurs n’ont
pas réussi a mettre en évidence ce signal et contestent ainsi son existence [Sholom et al.,
2017]. 1l était donc important de consolider les résultats déja acquis et de comprendre
I’origine de ces différences. D’autres auteurs, ont réussi a observer le RIS 5 mais n’ont pu
mettre en évidence la réponse en dose de celui-ci [Marciniak et al., 2016]. Toutefois, les
conditions d’expériences sont trés différentes de celles préconisées dans Trompier et al.,
(2007). En effet, i1l faut noter que dans les études de I’IRSN, les mesures ont été réalisées en
bande Q, fréquence trés peu utilisée en dosimétrie RPE alors que dans la littérature, les

mesures sont exclusivement réalisées en bande X.
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Dans un premier temps, afin de vérifier I’existence du signal radio-induit stable RIS 5,
nous avons mesuré¢ le signal endogéne BKS d’un échantillon préalablement immergé dans
I’eau puis ayant séché dans un dessiccateur sous vide pendant 16 heures. Cet échantillon a
ensuite été irradi¢ a forte dose, 55 Gy, puis a été soumis a des bains successifs dans de 1’eau
distillée avant de sécher sous vide pendant 16 heures. Au total, 6 traitement dans 1’eau ont été

effectués afin de vérifier la stabilité de ce signal. Les résultats sont présentés dans la figure 82.
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Figure 82 : Impact de bains répétés dans 1’eau distillée sur le signal radio-induit RIS 5. L’échantillon a été irradié

a 55 Gy et les mesures ont été effectuées en bande Q a température ambiante.

La figure 82 permet de mettre en évidence que le signal mesuré apres irradiation et
traitement dans 1’eau est bien supérieur au signal endogeéne et qu’il est stable et ce, méme
apres 6 bains successifs. Pour confirmer la nature radio-induite de ce signal stable, nous avons
récupéré des échantillons d’ongles de mains d’un méme individu et avons effectué un
ensemble d’ajouts dosés de 0 a 40 Gy par pas de 5 Gy. Avant d’étre mesurés en spectroscopie
RPE bande Q, les échantillons ont ét¢ systématiquement traités dans 1’eau distillée 1 heure
puis ont séché sous vide pendant 16 heures. L évolution de I’amplitude pic a pic de ce signal

RPE est représentée sur la figure §3.
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Figure 83 : Evolution de I’intensité du RIS 5 en fonction de la dose absorbée par un échantillon d’ongle de main.

On constate que I’intensité du signal mesuré apres irradiation et traitement dans I’eau
augmente avec la dose absorbée et présente un phénomeéne de saturation ce qui est en accord
avec la littérature [Marciniak et al., 2016]. Ainsi, nous ne pouvons pas nier 1’existence de ce
signal radio-induit stable et c’est la raison pour laquelle il a été possible de 1’utiliser a des fins

dosimétriques dans le cas d’accidents radiologiques [Trompier et al., 2014].

Nous confirmons que les rayonnements ionisants générent un signal radio-induit trés stable

dans les ongles.

Origine radicalaire du RIS 5 :

Revenons maintenant a la caractérisation du signal radio-induit RIS 5. La nature des
radicaux a ’origine de ce signal demeure inconnue. Etant donné que ce signal posséde les
mémes caractéristiques spectrales que le RIS 2 et le BKS, il est hautement probable qu’il
s’agisse également de radicaux o-semiquinones anioniques. Afin de tester cette hypothese, il
semble pertinent de travailler sur un signal radio-induit RIS 5 trés intense. En effet, I’objectif
est de travailler sur un spectre RPE dont I’intensité du RIS 5 est nettement plus importante que
celle du BKS afin d’extraire la seule composante radio-induite. Pour ce faire, nous avons

généré la courbe de réponse en dose du RIS 5 d’un échantillon d’ongle de main par la
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méthode des ajouts dosés développée [Trompier, 2012] afin de déterminer la dose de

saturation et d’extraire le signal radio-induit stable le plus intense (figure 84).
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Figure 84 : Courbe de saturation du RIS 5 obtenue sur un prélévement d’ongle de main.

Afin d’extraire la composante radio-induite RIS 5, le spectre représentant le signal
endogene (0 Gy) a été soustrait au spectre acquis apres une dose cumulée de 35 Gy (figure
85). Ainsi, il a été possible de procéder a la simulation du signal radio-induit RIS 5 avec un

rapport signal sur bruit suffisant pour s’affranchir de toute ambiguité (figure 86 et tableau 11).
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Figure 85 : a) Spectres RPE en bande Q d’un prélévement d’ongle sain appartenant a la victime gabonaise lors
de I’accident radiologique survenu en 2010 (en noir) et irradié a 35 Gy (en rouge). b) Extraction de la

composante radio-induite stable RIS 5 aprés soustraction du signal endogeéne BKS.
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Figure 86 : Spectres RPE d’un ongle irradié¢ a 35 Gy aprés avoir soustrait le spectre représentant le signal
endogeéne BKS. Le spectre bleu représente le signal radio-induit RIS 5, et le spectre violet représente la

simulation spectrale du radical semiquinone.

Tableau 11 : Synthése des résultats sur I’estimation des facteurs g du signal radio-induit instable RIS 5.

Intervalle des paramétres

Valeurs originales BKS Valeurs RIS 5
spectraux testés
2,0060(2) [2,0058 ; 20062] 2,0059
Facteur g
) 2,0054(2) [2,0052 ; 20056] 2,0052
(sans unité)
2,0024(2) [2,0022 ; 20026] 2,0023

D’une part, on constate que les facteurs g mesurés ne différent qu’a hauteur de 0,0002
au maximum par rapport a ceux du radical semiquinone [Jeschke et al., 2005]. D’autre part,
I’écart moyen relatif entre le modele théorique (spectre simulé de semiquinone) et le spectre
expérimental (RIS 2) est estimé a moins de 5 %. Par conséquent, ces résultats confortent

I’hypothese que le signal radio-induit stable RIS 5 a pour origine un radical semiquinone.

A D'instar du signal endogeéne, nous confirmons que le radical o-semiquinone anionique est

également a ’origine des signaux radio-induits RIS 2 et RIS 5.
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Influence de la puissance du rayonnement micro-onde :

Il a été montré que I'intensité du signal endogéne BKS et celle du signal radio-induit
RIS 5 variait différemment vis-a-vis de la puissance micro-onde [Marciniak et al., 2016, Choi
et al., 2014, Trompier et al., 2014]. Ce résultat est trés intéressant et Choi et al., (2014) ont
tenté d’utiliser cette particularité a des fins dosimétriques. Leur protocole est rappelé en
annexe (« 1.5.3 Saturation du signal radio-induit RIS 5 avec la puissance micro-onde »). En
résumé, la premicre €tape consiste a déshydrater les échantillons d’ongles en les chauffant 72
heures a 70 °C. La seconde consiste a réaliser un ensemble d’acquisitions spectrales a
différentes puissances de rayonnement micro-onde. A partir des courbes de saturation en
puissance micro-onde, il est possible d’extraire un coefficient mathématique, le « coefficient
de courbure »’ et il semblerait qu’entre 0 et 3 Gy, il varie linéairement avec la dose absorbée.
D’apres leurs résultats, les incertitudes relatives associées aux coefficients de courbure sont de
33,48 % pour une dose de 0 Gy, 18,10 % pour 1 Gy, 14,61 % pour 2 Gy et enfin 13,38 %
pour 3 Gy. L’inconvénient de ce protocole est que les échantillons sont chauffés pendant 72
heures a 70 °C avant d’étre mesurés en spectroscopie RPE ce qui géneére un intense signal
endogene. En effet, nous avons montré dans la partie « 2.2.6 L’effet de la température sur le
signal endogéne » que les traitements thermiques a une température supérieure a 40 °C
engendrent une hausse considérable de I’intensité du signal endogéne. De plus, nous avons
expliqué précédemment que I’intensité¢ du signal radio-induit stable RIS 5 est tres faible par
rapport a celle du BKS et qu’une solution efficace pour observer la hausse en intensité du RIS
5 était de minimiser 1’intensité du BKS. Pour ce faire, les échantillons d’ongles sont immergés
dans de I’eau distillée pendant 1 heure puis séchés sous vide pendant 16 heures. Dans ces
conditions d’expérience, les intensités de ces deux signaux sont du méme ordre de grandeur et
il est alors possible de discerner toute hausse, méme légere, du signal radio-induit stable.
Ainsi, on comprend que chauffer les échantillons d’ongles pour obtenir une intensité
maximale du signal endogeéne ne permet pas de discerner les hausses en intensité du signal

radio-induit RIS 5. Il serait donc plus judicieux de travailler sur des échantillons d’ongles

7 Choi et al., (2014) modélisent 1’évolution de I’intensité des signaux RPE (notée y) en

a+b-x+c-x’

fonction du logarithme de la puissance micro-onde (notée x) telle que y=e . Ainsi le

2
coefficient de courbe K au point d’inflexion est donné par K=[2ce(a —f—)l
c
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préalablement traités dans 1’eau pour, d’une part, éliminer les signaux instables et d’autre part,
minimiser I’intensité du signal endogene. En effet, si Choi et al., (2014) obtiennent des
résultats intéressants malgré un intense signal endogene, il est probable que notre protocole
expérimental, qui est plus rapide a mettre en place, permette également d’obtenir des résultats

prometteurs.

Afin de vérifier ce dernier point, nous avons récupéré un ensemble d’échantillons
provenant d’un méme donneur et les avons séparés en plusieurs aliquotes de masse similaire
(environ 15 mg). Chacun des aliquotes a été irradié¢ a 0, 1, 2 et 3 Gy a D’instar de I’étude
menée par Choi et al., (2014), puis trait¢ dans de ’eau distillée avant de sécher sous vide
pendant 16 heures. Pour des raisons pratiques, les mesures ont été effectuées en bande X et les
résultats sont présentés dans la figure 87 a et b. Les spectres RPE ont été normalisés par les

masses respectives de chaque échantillon.
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Figure 87 : a) Variation des amplitudes du RIS 5 pour différentes doses en fonction de la racine carrée de la
puissance du rayonnement micro-onde comparée a celle du BKS. b) Variation de 1’aire sous les courbes (a) en

fonction de la dose.

On constate que les courbes de saturation en puissance micro-onde sont différentes

selon la dose de rayonnements ionisants absorbée par 1’échantillon ce qui est en accord avec
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les observations de Choi et al., (2014) et de Trompier et al., (2014) (figure 87 a). A fortiori, le
BKS et le RIS 5 possedent la méme origine radicalaire, a savoir des radicaux o-semiquinones
anioniques. Cependant, ces derniers sont créés lors de I’irradiation et peuvent, a priori, étre
générés dans I’ensemble du volume de I’ongle. Ainsi, il est probable que 1’environnement
chimique de ces radicaux radio-induits soit différent de celui des radicaux endogenes ce qui
expliquerait ces différences de comportement avec la puissance du rayonnement micro-onde.
On déduit de ces graphes que plus I’échantillon aura été irradié, plus les temps de relaxation
associés aux centres paramagnétiques seront faibles. Il est également important de souligner
que les aires sous les courbes de saturation en puissance micro-onde varient linéairement avec
la dose absorbée comme le montre la figure 87 b. Si les résultats obtenus a 1’aide de cette
méthode sur un grand nombre d’échantillons confirment cette tendance, alors nous aurons un
moyen rapide d’estimer, au moins qualitativement, si un individu a été irradié ou non. Il
suffira de comparer 1’évolution de I’intensité du signal RPE d’un ongle non irradié¢ (de pied
par exemple) avec celle des échantillons d’ongles provenant des mains potentiellement

irradiées pour différentes puissances du rayonnement micro-onde.

Au bilan, il semblerait qu’il soit possible de discriminer le signal endogéne BKS du signal
radio-induit RIS 5 a I’aide des courbes de saturation en puissance micro-onde. Ce résultat
pourrait constituer 1’essence méme d’un protocole de dosimétrie des faibles doses. Toutefois,
il est nécessaire de réitérer 1’expérience sur un plus grand nombre d’échantillons afin de

caractériser d’éventuelles variabilités inter-individus.

3.4 Discussion sur le protocole de dosimétrie RPE des ongles

développé par ’IRSN en 2014

En 2014, 'IRSN a développé un protocole de dosimétrie RPE original basé sur la dose
de saturation du signal radio-induit RIS 5 (voir annexe « 1.5.1 Saturation du signal radio-
induit RIS 5 avec la dose ») [Trompier et al., 2014]. Pour rappel, ce protocole est basé sur une
succession d’ajouts dosés sur les ongles de la victimes (non irradiés et irradiés) afin de
générer les courbes de réponse en dose de chaque échantillon. L’objectif est de déterminer la

dose a partir de laquelle ’intensité du RIS 5 sature. La différence entre la dose de saturation
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de I’échantillon sain et celle de 1’échantillon pré-irradié¢ est égale a la dose regue lors de
I’accident (illustration dans la figure 88). Ce protocole est d’autant plus long a mettre en
ceuvre que les doses a estimer sont faibles et donc que la dose de saturation est élevée. Ainsi,
il n’est pas rare d’estimer une dose en plusieurs semaines et compte tenu de la nécessité de
fournir les estimations de dose au plus vite, on comprend I’intérét de chercher a optimiser ce

protocole pour le rendre plus performant.
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Figure 88 : Illustration de courbes de saturation en dose pour un échantillon d’ongle sain et un échantillon pré-
irradié. La différence de dose de saturation (D; - D) entre ces deux échantillons permet d’estimer la dose regue

lors de I’accident radiologique.

Il a été remarqué que les doses de saturation peuvent étre différentes d’un individu a
I’autre [Marciniak et al., 2016] ce qui rend inenvisageable 1’utilisation d’une courbe de

saturation du RIS 5 universelle. Dés lors, comment expliquer ces différences ?

D’une part, nous avons montré dans la partie « 2.2.7 L’impact du rayonnement UV sur
le signal endogene BKS » qu’il existait un signal UV-induit UVIS 5 analogue au signal radio-
induit RIS 5. D’apres les résultats obtenus sur ce signal, plus un individu aura été exposé
longtemps aux rayonnements UV, plus la concentration en radicaux o-semiquinones

anioniques UV-induits sera importante dans ses ongles. Ainsi, I’intense signal UVIS 5 peut
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étre assimilé a une pré-dose au méme titre qu’une dose de rayonnements ionisants

accidentelle comme le montre la figure 89. Nous ’appellerons « pré-dose UV ».
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Figure 89 : Illustration des courbes de saturation en dose pour un méme échantillon d’ongle sain, I’un non
exposé a la lumiére du jour (bleu) et I’autre fortement exposé aux rayonnements UVA. L’intensité du signal

UVIS 5 agit comme une pré-dose gamma a I’instar d’un échantillon pré-irradié.

Cette pré-dose UV peut étre en partie responsable de la variabilité constaté dans les doses de
saturation du RIS 5. Malheureusement, nous n’avons pas eu le temps de réaliser cette
investigation au cours de ce travail de theése. Toujours est-il, il est indispensable de mener

cette étude complémentaire car les résultats sont primordiaux.

D’une part, il est trés probable que la concentration en impuretés métalliques (Al*",
Ca®, Mg™...) différe entre les différents individus. Plus leur concentration sera importante,
plus la quantit¢ de radicaux o-semiquinones anioniques radio-induits stabilisable par
interaction coulombienne le sera a priori également. Toutefois, le nombre de sites stabilisables
par interaction coulombienne dans les ongles étant, a fortiori, limité, plus la quantité de
radicaux UV-induit stables sera importante, moins il sera possible de générer du RIS 5. La

figure 90 permet d’illustrer ces propos en image.
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Figure 90 : Schéma explicatif de la stabilité des radicaux endogénes (bleus), UV-induits (oranges) et radio-
induits (rouges). Ces radicaux stabilisés par interaction coulombienne avec les impuretés métalliques (M™)
seront observables aprés traitement dans I’eau. La quantité d’impuretés métalliques présente dans les ongles est a

fortiori limitée ce qui explique le phénoméne de saturation observé concernant I’ UVIS 5 et le RIS 5.

Ce dernier point expliquerait ainsi la différence observée dans les hausses en intensités
du RIS 5 entre les différents donneurs, comme nous I’avons mentionné précédemment, la
quantité de radicaux UV-induits peut étre différentes car 1’exposition a la lumicre du jour peut

varier d’un individu a 1’autre.

Au bilan, il est trés probable qu’une exposition des échantillons d’ongles aux
rayonnements UV impacte le comportement du signal radio-induit RIS 5 avec la dose
absorbée. Autrement dit, une pré-dose UV devrait engendrer une dose de saturation gamma
plus faible. Nous n’avons pas eu le temps de mener entierement cette investigation au cours

de ce travail de these mais cette étude le sera prochainement car ces résultats sont capitaux.
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3.5 Conclusion sur les signaux radio-induits

Nous avons montré au cours de ce travail que les signaux radio-induits stables (RIS 5)
et instables (RIS 2) ont pour origine des radicaux de type o-semiquinone anionique. A ce titre,
les simulations spectrales permettent de reproduire fidélement les spectres expérimentaux des
ongles irradiés que ce soit directement apres irradiation (RIS 2) ou aprés irradiation suivie
d’un traitement dans ’eau (RIS 5). Ces radicaux o-semiquinones anioniques sont générés par

dégradation des molécules DOPA par interaction rayonnement-matiére (rayons X, ).

Nous avons également proposé deux approches pour discriminer un individu sain d’un
individu irradié. La premicre se base sur le comportement du signal radio-induit stable avec la
puissance du rayonnement micro-onde. En effet, plus 1’échantillon est irradi¢, plus les temps
de relaxation des radicaux radio-induits sont courts. Nous avons donc montré qu’il était
envisageable d’utiliser cette propriété pour, au moins, effectuer une dosimétrie RPE
qualitative (faire le tri entre un individu irradié ou non). Afin de valider ce protocole de
dosimétrie RPE, il sera nécessaire d’étudier la variabilité inter-individu des courbes de
saturation en puissance micro-onde car les résultats présentés ici sont trés prometteurs.

La seconde approche, plutot originale, consiste a régénérer 1’information dosimétrique initiale
(signal radio-induit RIS 2) a I’aide d’un traitement chimique oxydant. Cependant, les résultats
obtenus sont disparates et nous ne sommes pas actuellement en mesure de régénérer
systématiquement ce signal radio-induit. Il est fondamental de poursuivre les investigations
car, dans le cas ou nous parviendrons a régénérer de manicre fiable et systématique le RIS 2, il
sera alors possible d’élaborer un protocole de dosimétrie simple, rapide et robuste pour

I’estimation des doses entre 0 et 10 Gy notamment.

Dans le cas ou un tel protocole serait développé, il pourrait étre intéressant d’utiliser
une courbe de réponse en dose universelle. Ainsi, il suffirait de régénérer le RIS 2 pour
estimer la dose absorbée par I’échantillon. Pour vérifier la faisabilité de cette approche, nous
avons men¢ une ¢tude de variabilité concernant la radio-sensibilité d’'un méme individu selon

I’extrémité de prélévement (mains, pieds) mais également inter-individus.
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D’une part, nous avons montré que cette radio-sensibilité pour un méme individu est similaire
pour les ongles de mains et de pieds avec une 1égére différence de 8 %. Cette différence peut
s’expliquer par une pré-dose UV plus importante dans les ongles de mains que dans les pieds
comme nous 1’avons discuté. Ainsi, plus I’échantillon aura été expos¢ aux rayonnements UV,
plus concentration en radicaux o-semiquinones anioniques sera importante et par conséquent,
plus le rendement de création de radicaux radio-induits sera faible (car la quantité de
molécules DOPA est limitée). 11 est toutefois envisageable de générer une courbe de réponse
en dose individu-spécifique en utilisant les ongles de pieds par exemple car I’intensité du

signal RIS 2 est nettement supérieure a celle du BKS.

D’autre part, nous avons €galement constaté une variabilité de radio-sensibilité des ongles
inter-individus a hauteur de 11 %. Aussi, pour une méme dose, la différence en intensité
spectrale peut atteindre 47 %. On comprend des lors qu’il ne sera pas possible de générer une

courbe de réponse en dose universelle du RIS 2.

177



Etude et caractérisation du signal endogéne et des signaux radio-induits

g Synthése des résultats et perspectives pour la

dosimétrie RPE des ongles

L’ensemble des résultats obtenus dans ce chapitre soutiennent 1’hypothése que le
signal endogene et les signaux radio-induits ont pour origine des radicaux o-semiquinones
anioniques. Le processus de formation du signal endogeéne reste encore inconnu, toutefois il
est fort probable que ces radicaux sont générés lors de la genese de I’ongle. Nous avons
¢galement mis en évidence deux signaux UV-induits : PUVIS 2 et 'UVIS 5. Ce dernier
n’avait jamais ¢été identifié auparavant et, a I’instar du signal radio-induit stable RIS 3, il
sature avec la dose de rayonnement UV. Les radicaux UV et radio-induits sont générés a
partir des molécules de DOPA présentes dans les ongles.

Y o BKS

genére lors de la genése de
I'ongle ou par oxydation

Irradiation (y, X, UV)
R H H R, Oxvdation o H H R, UVIS 2ou 5
| | 1 1 1 1 1 I P r .o
-C-C-N-C-C-N-CG.. = _C.C-N-C-C-N-C- ——  @génére par rayonnements
¢ C : wmC-C-N-C-C-N-C. — VA
0 0 réduction 0 0
L-3,4-dihydroxyphenylalanine Radical o-semiquinone anionique
DOPA o K RIS 20u 5
sQ généré par rayonnements
ionisants

Figure 91 : Mécanisme de formation des radicaux o-semiquinones anioniques a partir des molécules de DOPA.

Les molécules de DOPA proviennent de 1’oxydation partielle de la tyrosine, acide aminé
naturellement présent dans la kératine des ongles. Les ongles contiennent également un
certain nombre d’ions chargés positivement tels que AlI’", Ca** et Mg*. Ces derniers
permettent de stabiliser une partie des radicaux o-semiquinones anioniques par interaction
coulombienne. La détermination des concentrations et de la nature de ces impuretés
métalliques est fondamentale et constitue dés lors une perspective a considérer pour soutenir
ce travail. La proximité d’impuretés cationiques permet d’expliquer 1’existence de deux

populations de radicaux o-semiquinones anioniques (figure 92) :
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Figure 92 : Schéma explicatif de la stabilité des radicaux o-semiquinones anioniques par interaction

coulombienne avec les impuretés métalliques présentes intrinséquement dans les ongles.

Ceux qui seront stabilisés par les charges positives voisines (éléments traces Al**, Mg**, Ca*
...) seront a I’origine des signaux endogéne BKS, radio-induit RIS 5 et UV-induit UVIS 5
observés aprés humidification des échantillons. En revanche, ceux qui sont localisés a trop
grande distance de ces charges, et qui a fortiori sont plus nombreux du fait de la faible
concentration en cations intrinséques, sont responsables des intenses signaux endogeénes BKS
(aprés oxydation de certaines molécules DOPA en contact avec le dioxygene ambiant), radio-
induit RIS 2 et UV-induit UVIS 2. 1l est alors possible de dresser une hiérarchie de la stabilité
de ces différents signaux, qu’ils soient endogenes, radio-induits ou UV-induits (figure 93). De

plus, un schéma explicatif est présenté en figure 94.

0 Radicaux a trés faible durée de vie ?

(non détectés)

RIS2etUVIS 2

BKS (aprés oxydation)

RIS5etUVIS S
BKS (aprés traitement H,0)

Barriére de potentiel

Figure 93 : Schéma qualitatif de la stabilité des signaux ayant pour origine des radicaux o-semiquinones
anioniques. Il est possible que d’autres radicaux soient générés au cours de 1’irradiation mais ayant une durée de
vie ultra courte ce qui ne permet pas de les observer. Le signal endogéne BKS, radio-induit RIS 5 et UV-induit

UVIS 5 sont stabilisés par interaction coulombienne avec les impuretés métalliques (AI*" Ca*, Mg* ...).
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Figure 94 : Schéma explicatif des signaux BKS, UVIS et RIS observables dans les ongles et ayant pour origine
des radicaux o-semiquinones anioniques. Les radicaux stabilisés par interaction coulombienne sont a 1’origine

des signaux BKS, UVIS 5 et RIS 5. A contrario, les radicaux non stabilisés seront éliminés par humidification.

Considérons une quantité finie de molécules DOPA ainsi qu’un ensemble également
fini de charges positives (AI’*, Ca?*, Mg*"...) dans les ongles. Avant irradiation, seuls les
radicaux o-semiquinones anioniques stabilisés par ces charges positives seront observables
des ongles (BKS et UVIS 5). Lors de I’irradiation, des radicaux o-semiquinones anioniques
seront générés a partir des molécules de DOPA conduisant aux signaux radio-induits RIS 2 et
RIS 5. Aprés humidification puis séchage des ongles irradiés, les radicaux radio-induits et
stabilisés par les charges positives voisines vont s’ajouter au signal endogeéne BKS et UV-
induit UVIS 5. La quantit¢ de radicaux radio-induits stables (RIS 5) dépend du nombre
d’impuretés métalliques intrinséques a 1’échantillon d’ongle ce qui explique le phénomene de

saturation de ce signal avec la dose absorbée [ Trompier et al., 2014]. Enfin la variabilité inter-
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individu de la concentration de ces cations est cohérente avec la variabilité inter-individus

constatée des signaux stables.

Nous avons également mené une étude sur la variabilité¢ des signaux endogénes et
radio-induits. Nous avons montré que la variabilité inter-individus en intensit¢ du signal
endogene pouvait atteindre 350 %. Une telle variabilité pourrait étre expliquée par les
différences en concentration d’impuretés métalliques intrinséques entre les donneurs
(alimentation, génétique, pathologies...). La différence en intensité du BKS peut également
varier pour un méme individu selon I’extrémité prélevée (mains, pieds) a hauteur de 51 %, et
tout au long de 1’année avec une dispersion relative maximale constatée de 18 % qui
s’explique par la quantité de radicaux UV-induits stables (UVIS 5). Concernant les signaux
radio-induits, nous avons montré que la radio-sensibilité pour un méme individu semble étre
similaire pour les ongles de mains et de pieds avec une légere différence de 8 %. Cette radio-
sensibilité ne differe qu’a hauteur de 11 % entre les individus. Toutefois, pour une méme dose
de rayonnements ionisants, la différence en intensité spectrale peut atteindre 47 % rendant

toute courbe de réponse en dose universelle inenvisageable.

Avant le début de ce travail de these, il existait deux protocoles de dosimétrie RPE sur

les ongles qui sont présentés dans la figure 95.
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Figure 95 : Illustration des protocoles existants de dosimétrie RPE sur les ongles (détaillés en annexe). Le

premier se base sur le signal radio-induit RIS 2, et le second sur le signal radio-induit stable RIS 5.

Le premier protocole [Romanyukha et al., 2014] se base sur la relation linéaire entre
I’intensité du signal radio-induit RIS 2 et la dose de rayonnements ionisants. Toutefois, étant
donné qu’une simple humidification des ongles suffit a éliminer ce signal, on comprend qu’il
est inenvisageable de 1’utiliser en cas réel d’accident radiologique. Le second protocole a été
développé a I’'IRSN en 2014 [Trompier, 2014]. Il se base sur le phénoméne de saturation du
signal radio-induit stable RIS 5 avec la dose. Bien que ce protocole ait permis d’estimer les
doses recues par trois victimes d’accident [Trompier et al., 2014], les délais d’expertise sont
relativement importants et il n’est pas possible de quantifier des doses comprises entre 0 et 10
Gy a cause de I'importante variabilit¢ du BKS mais également au-dela de la dose de

saturation.
Dans I’optique de dépasser ces difficultés, nous avons donc proposé deux approches

complémentaires pour discriminer les individus sains de ceux irradiés et sont présentées dans

la figure 96.
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Figure 96 : Illustration des protocoles de dosimétrie RPE sur les ongles proposés dans le cadre de ce travail. Le
premier se base sur la régénération du signal radio-induit RIS 2 aprés son élimination totale, et le second sur les

courbes de saturation en puissance micro-onde des radicaux radio-induits stables.

Le premier protocole, plutot original, consiste a régénérer le signal dosimétrique RIS 2
apres son ¢élimination totale ou partielle a 1’aide d’un traitement chimique oxydant. Il est
fondamental de poursuivre les investigations car, bien que les résultats soient prometteurs,
nous ne sommes pas actuellement en mesure de régénérer de maniere systématique ce signal
radio-induit. La seconde approche se base sur le comportement du signal radio-induit stable
RIS 5 avec la puissance du rayonnement micro-onde. Plus I’échantillon aura été irradié, plus
les temps de relaxation des radicaux radio-induits seront faibles et plus le signal sature a forte
puissance micro-onde. En mesurant 1’aire sous la courbe de saturation, proportionnelle a la
dose regue, il est ainsi possible de discriminer, au moins qualitativement, un individu sain
d’un individu irradié en analysant les ongles des mains potentiellement irradiées aux ongles
des pieds (dans le cas d’une préhension de source radioactive par exemple). Cette dernicre
approche est prometteuse et il est nécessaire de continuer ce travail en étudiant la variabilité
des courbes de saturation en puissance micro-onde intra et inter-individu. Dans le cas ou la
variabilité inter-individu serait faible, nous disposerions d’une méthode de dosimétrie RPE

sur les ongles a la fois simple et rapide.
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1 Introduction

A chaque observable mesurée, une incertitude de mesure lui est associée et la
technique de spectroscopie RPE ne déroge pas a la régle. Lors de 1’acquisition d’un spectre
RPE «brut », c’est-a-dire sans post-traitement numérique, 1’utilisateur récupere un signal
d’absorption en fonction du champ magnétique. Le bruit généré par le spectrométre RPE
perturbe alors le signal d’intérét. Plus I’intensité du signal est faible et proche de celle du
bruit, plus il est compliqué d’extraire une information exploitable. Les variables d’intérét que
I’opérateur souhaite récupérer sont affectées par le bruit ce qui contribue aux incertitudes de
mesures associées. Préalablement a 1’étude comparative des techniques de débruitage, il est

nécessaire de caractériser le bruit afin de s’en affranchir autant que possible par la suite.

Une fois cette étude préliminaire réalisée, il nous sera possible d’évaluer différentes
techniques de débruitage. En ce sens, il existe un certain nombre de techniques et d’outils
numériques pour réduire le bruit superposé aux signaux d’intérét. L’objectif est de trouver la

technique la plus appropriée et de I’automatiser afin de réduire la dépendance de I’opérateur.

Enfin, ’extraction des variables d’intérét en spectroscopie RPE (comme les intensités
des raies ou bien les caractéristiques spectrales par exemple) se fait généralement
manuellement via une interface graphique du logiciel du spectrométre (Xepr de Bruker nous
concernant) a 1’aide de différents curseurs ou de fonctions « boites noires ». Ces traitements
de données discreétes sont systématiquement opérateur-dépendants ce qui est treés
problématique quand on souhaite obtenir des résultats standardisés et reproductibles ce qui est
fondamental pour les analyses quantitatives comme dans le domaine de la dosimétrie des
rayonnements ionisants. Comme mentionné dans la partie « 4.2 Les difficultés lices a
I’analyse des spectres RPE des ongles », 1’analyse de données discrétes peut s’avérer
complexe et constitue une source de variabilité supplémentaire (erreur humaine, subjectivité
d’analyse) d’autant plus significative que les spectres RPE sont bruités. Afin d’extraire
automatiquement et en toute objectivité les variables RPE d’intérét, une solution est de

passer d’une représentation discréte des données RPE « brutes » a une représentation
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continue. En effet, le traitement d’une fonction mathématique (dérivation, intégration,
détermination d’extréma...) est a la fois simple, rapide et ne dépend aucunement de
I’opérateur. Pour répondre a ce besoin, nous utilisons 1’outil Chebfun présenté dans la partie
« 6.2 L’outil de traitement numérique Chebfun ». Nous avons montré qu’il était possible de
réduire considérablement le nombre de points échantillonnés afin de représenter de manicre
robuste un spectre RPE sous forme continue (une centaine de points suffit en pratique contre
2000 habituellement). Ainsi, en réduisant ce parametre en routine, les durées d’acquisition
peuvent étre significativement réduites ce qui présente un avantage certain lorsqu’un grand
nombre d’échantillons doit étre mesuré dans des délais courts comme c’est le cas des

situations d’urgence en dosimétrie radiologique.

L’objectif final de ce travail de thése est de développer un protocole numérique
opérationnel capable de traiter tout type de spectre RPE de maniere fiable, reproductible,
rapide et surtout, non-opérateur dépendant. Deux avantages majeurs a ce type d’outil

numeérique peuvent étre évoqueés :

* D’une part, il permettra une harmonisation des résultats au sein d’un méme
laboratoire, voire a une échelle plus importante dans le cas d’une diffusion sous forme
de logiciel libre. Par exemple, dans le cas d’un accident radiologique de grande
ampleur ou il faudrait estimer rapidement les doses regues par un grand nombre de
victimes, il est tout a fait possible d’envisager un réseau exceptionnel de mesures via
le réseau RPE francais « ARPE ». Chaque laboratoire aurait a sa disposition un
ensemble d’échantillons a mesurer (ongles, émail dentaire, o0s...) selon des paramétres
d’acquisition spécifiques et le traitement des données serait automatisé par le

protocole numérique proposé dans le cadre de ce travail de these ;

* D’autre part, la représentation sous forme de polynomes de Tchebychev des spectres
RPE permettait I’élaboration d’une base de données universelle. Autrement dit,
chaque spectre RPE associé a une entité paramagnétique serait stocké sous forme
d’une seule et unique fonction polynomiale et il serait possible d’interroger la base de

donnée pour identifier, par exemple, un systéme paramagnétique inconnu.
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2 Etude du bruit généré par le spectrométre RPE

2.1 Caractérisation théorique du bruit

2.1.1  La loi de probabilité binomiale

La premiére étape fondamentale pour caractériser le bruit du spectrométre RPE est la
compréhension physique de son origine. Commengons donc par rappeler ce qu’est une
expérience de spectroscopie RPE en utilisant une terminologie mathématique simple qui nous

permettra de mieux appréhender cette étude préliminaire.

Lors d’une expérience de spectroscopie RPE, un flux de photons est constamment
envoyé sur un systéme paramagnétique soumis a un intense champ magnétique. Certains
photons seront absorbés par I’entité paramagnétique et les autres seront réfléchis par celle-ci
puis détectés avec une certaine probabilité par un détecteur synchrone. L’absorption des
photons par le systéeme paramagnétique est régie par une loi physique qui dépend de 1’entité
radicalaire, de son environnement chimique et des conditions d’expérience. Cet aspect
théorique a d’ores et déja été abordé dans la partie « 3.1 Les bases théoriques de la
spectroscopie RPE ». Une mesure de spectroscopie RPE consiste a comparer le flux de
photons incidents au flux de photons absorbés par le détecteur synchrone. Notons p la
probabilité qu’a le détecteur synchrone de détecter ces photons. Enfin, je fais également
I’hypothése que la source de bruit principale provient de ce comptage de photons, et que

le bruit généré par les composants électroniques et I’environnement n’est pas dominant.
Considérons maintenant 1’expérience simple qui consiste a envoyer un unique photon
au détecteur synchrone. L univers Q = {4, B} relatif a cette expérience est constitu¢ de deux

éventualités :

* A lorsque le photon est détecté ;

* Blorsqu’il ne I’est pas.
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Soit X la variable aléatoire discréte correspondant au nombre de succes, i.e de détection du

photon au cours de I’expérience. On définit cette variable aléatoire par :

* X =1]sil’événement 4 est réalisé ;

e X =0sil’événement B est réalisé.

La loi de probabilité associée a la variable aléatoire X est la loi de Bernoulli #(1,p) telle que
P(X=1)=p et P(X=0)=(1-p) . Calculons ’espérance E(X) et la variance V(X) de

cette variable aléatoire X :

E(X)=;21 pix;=0-(1-p)+1-p=p (27)
V(X>=E<X2>—E(X)2=<§pix?>—p2=(1—p)-(02)+p-12—p2=p<1—p> (28)

Or, la probabilité de détecter un unique photon expérimentalement en spectroscopie RPE est
trés faible [Barr et al., 2008], soit p << [, alors la variance de la variable aléatoire X peut étre
approximée par :

V(X)=p(1-p)=p=E(X) (29)

Si on considére maintenant la variable aléatoire Y, associée au nombre de détections
du photon par le détecteur lors de n expériences de spectroscopie RPE identiques et
indépendantes, alors chaque expérience ne peut donner que deux résultats possibles, a savoir,
le photon est détecté ou ne I’est pas. La somme des n variables aléatoires X; suit la loi de

probabilité binomiale AB(n,p) telle que :
Yn . Qn SR "

: (30)
YHZ.ZXI'_)$ (n’p)

La encore, calculons I’espérance et la variance de la nouvelle variable aléatoire Y, en sachant

que les variables aléatoires X; sont indépendantes et identiquement distribuées :
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E(X1+X2+...+Xn):zn‘,E(X,.):n-p (31)

V(X + X+ 4X,)=D, V(X)+2 D, cov(X,,X;)

i=1 1<i<j<n
La covariance des variables aléatoires X; et X; se calcule ainsi :
cov(X,, X ))=E[(X—E(X))(X,—E(X)))]
Or les variables aléatoires sont indépendantes et identiquement distribuées :
E[(X,—E(X,)(X,~E(X,))]=E[X,X,— X;E(X,)+E(X,)X,—E(X,)E(X})]
cov(X;,X,)=E(X)E(X,)-E(X,)E(X,)+E(X,)E(X,)-E(X,)E(X,)=0

J J J

(32)

Par conséquent, elles ne sont pas corrélées. Ainsi,

V(X +X,+..+X,)=2, V(X,)=n-p(1-p)=n-p
i=1

La variable aléatoire Y, suit la loi binomiale & (n,p) et E (Y,) = V (Y,)=np.

2.1.2  La densité de probabilité normale

Considérons la méme variable aléatoire Y, de I’expérience décrite précédemment.
Lorsque le nombre n de photons détectés est suffisamment grand, que la probabilité de
détection d’un photon est suffisamment faible [Barr et al., 2008] et si la quantité (n-p) est
finie, alors la loi de probabilité binomiale ZB(n,p) peut étre approximée par une loi de
probabilité normale par le théoréme central limite [DasGupta, 2010] telle que :

v,=3 X, — N(np,[np[1-p])

i=1

- . . 33
Quand la probabilité p de détection d’un photon est faible, alors (33)

Y, - N(np,(np))
Il existe une infinité de distributions de probabilités gaussiennes. Or, nous montrons

ici qu’il s’agit d’une distribution trés particuliére, a savoir une distribution de probabilité

gaussienne de type Poisson ou la variance est égale a I’espérance.
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La variable aléatoire Y, qui représente le nombre de photons détectés lors d’une expérience

de spectroscopie RPE suit la loi binomiale ¥, -~ 8 (n,p) qui peut étre approximée par une

loi normale de type Poisson Y, — N(np, N np)) .

Voyons maintenant comment utiliser ce résultat afin de caractériser

expérimentalement le bruit généré par le spectrométre RPE.

Afin d’apporter des €éléments de réponse, rappelons qu’un spectre RPE est composé
d’un ensemble de couples de coordonnées {x; yi}. A chaque abscisse x, i.e valeur de champ
magnétique, est associée une ordonnée y;, i.e valeur d’absorption. En réalité, nous obtenons la
1% dérivée du spectre d’absorption a cause du détecteur synchrone et de la modulation du
champ magnétique (« 3.2 Les principaux éléments d’un spectrometre RPE »). Les valeurs que
peuvent prendre les ordonnées {y;! ne relevent pas du hasard. D’une part, il y a une loi
physique, que ’on note f , qui régit I’absorption du rayonnement micro-onde par le systéme

paramagnétique. D’autre part, nous avons vu que les variables aléatoires Y, suivent une loi de

probabilité normale Y, - N(np,\/(@) . Posons maintenant la variable aléatoire Y,
associée au nombre de photons détectés en considérant 1’i-ieme abscisse x; et la n-ieme
acquisition spectrale. En effet, il est trés fréquent de réaliser plusieurs acquisitions d’un méme
échantillon (n fois) afin de d’augmenter le rapport signal sur bruit qui varie en +n («3.3.3
Le nombre d’acquisitions »). Plus I’opérateur réalisera d’acquisitions (n mesures identiques et

indépendantes), plus la valeur d’absorption mesurée y; sera proche de [’espérance

mathématique E(Y, )

Ainsi, comme le montre la figure 97, les valeurs d’absorption mesurées lors d’une
expérience RPE sont distribuées aléatoirement selon une densité de probabilit¢é normale de

type Poisson.
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Figure 97 : Simulation d’un spectre d’absorption quelconque (a) : en noir il s’agit de la loi physique qui régit
I’absorption du rayonnement micro-onde par 1’entité paramagnétique soumis a un champ magnétique variable.
En rouge sont représentés les valeurs d’absorption tirées aléatoirement dans la distribution de probabilité

normale de type Poisson (b).

Un dernier point important a aborder est la potentielle corrélation des variables
aléatoires entre elles. On pourrait penser que, puisqu’il existe une loi physique f qui relie le

champ magnétique aux valeurs d’absorption, alors les variables aléatoires Y, sont corrélées
entre elles, ce qui revient a dire que la covariance des variables aléatoires Y, est non nulle.

En réalité, ce n’est pas le cas comme nous allons le montrer :

Soient Y,=f(x;)+R; la variable aléatoire associée a la détection du photon par le
détecteur, f(x;)=E(Y,)=p,; la loi physique qui relie I’absorption du rayonnement micro-
onde par I’entité paramagnétique et R,, » N(0,A{E(Y,))) la variable aléatoire associée au

bruit généré par le spectrométre RPE. La covariance de Y; et Y, se calcule ainsi:

cov(Y, Y,)=E[(Y,—w)(Y,~u,)] soit cov(Y,Y,)=E[R,R,|=E(R,)-E(R,)=0 car
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E(R,)=E(R,)=0 . Ainsi, la covariance des variables aléatoires Y, étant nulle, on en

déduit qu’elles ne sont donc pas corrélées.

2.2 Caractérisation expérimentale du bruit

Maintenant que nous avons décrit de manicre théorique 1’origine physique du bruit
généré en spectroscopie RPE, vérifions si expérimentalement notre hypothése est juste. Dans
un premier temps, pour vérifier si les variables al€atoires Y, suivent une loi de probabilité
normale, nous avons réalisé dans les mémes conditions expérimentales 2000 acquisitions RPE
successives et indépendantes d’un tube en quartz vide. Au préalable, nous avons vérifi¢ que
nous ne mesurions que du bruit. Chaque spectre RPE est composé d’un ensemble de 2000
points ou couples de coordonnées {x;,, yi,} avec n correspondant a la n-iéeme acquisition,

n€[1;2000] ,eti a/’i-iéme abscisse, i€[1;2000] (formule 34).

Yii Y2 0 Yin
Yo Yan| Avec i€[1;2000] et ne[1;2000] (34)
Yii Yi2 0 Vi

Par exemple, I"ordonnée y;, correspond a I’ordonnée de la 3e abscisse lors de la 4e
acquisition spectrale. Ainsi, pour chaque abscisse x du spectre RPE, nous disposons d’un

ensemble de 2000 ordonnées. La figure 98 récapitule en image ces propos.
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Figure 98 : Schéma explicatif de la démarche pour caractériser le bruit du spectrometre RPE. On réalise 2000

mesures du méme spectre et, pour chaque abscisse x, on analyse les 2000 ordonnées {y; /.
La méthode employée pour caractériser la densité de probabilité suivie par les variables
aléatoires Y, , estla suivante :
1. Pour les 2000 valeurs {y;,} de chaque abscisse x;, on calcule les moyennes et écart-

types au carré {w, o7} qui constituent de bons estimateurs des espérances et des

variances ainsi que les coefficients d’acuité (appelé kurtosis) E [(Yi,n—ui)A] et

Y. —u®
d’asymétrie E[(%M’)] ;

i

2. Pour chaque couple (w, o), on génére la fonction gaussienne associée

1z-w
—>(==)
% avec a un facteur de normalisation. En effet, une condition

+00

obligatoire est f f.(z)dz=1 ;
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3. On génere les 2000 histogrammes des {y;,! ordonnées de chaque abscisse x; et on
vérifie si les distributions des valeurs sont compatibles avec les 2000 densités de
probabilité gaussiennes f; (annexe « 1.10.4 Méthode de comparaison des densités de
probabilité »);

4. On génere le diagramme Quantile — Quantile (Q-Q plot) qui est un outil graphique
permettant d’évaluer visuellement la pertinence de 1’ajustement des distributions des
valeurs {y;,} par rapport a une distribution normale centrée ;

5. On effectue le test de Shapiro-Wilk [Ghasemi & Zahediasl, 2012] qui est un test
statistique non paramétrique trés performant et couramment utilisé qui permet de tester
I’hypotheése H, selon laquelle I’échantillon étudi¢ est normalement distribué avec un

niveau de risque associ¢ a 5 %.

Ainsi, si les variables aléatoires Y, suivent une loi de probabilité normale, alors :

* Les coefficients d’acuité calculés doivent étre égaux a 0 [Field, 2000 & 2009] ;

* Les coefficients d’asymétrie calculés doivent étre égaux a 3 [Field, 2000 & 2009] ;

* Les distributions des valeurs {y;,} doivent étre compatibles a 68 % avec les
distributions de probabilité gaussiennes f; associées (explication en annexe «1.10.4
M¢éthode de comparaison des densités de probabilité ») ;

* Les courbes représentant les diagrammes Quantiles — Quantiles doivent étre linéaires
[Goldfarb et Pardoux, 2005] ;

* Les hypothéses Hy du test de Shapiro-Wilk doivent étre vérifiées avec un niveau de
risque a = 5 % (probabilité de rejeter 'hypothése alors qu’elle est vraie) [Ghasemi &

Zahediasl, 2012].

Les résultats de la caractérisation expérimentale du bruit sont présentés dans le tableau 12 et

un exemple est présenté en figure 99.
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Figure 99 : a) Spectre RPE caractéristique du bruit généré par le spectrométre.
b) Diagramme Quantile-Quantile permettant d’évaluer la pertinence de 1’ajustement des distributions des valeurs
{yin} au modele gaussien théorique. ¢) Exemple de compatibilité de la distribution des valeurs {y. .} avec la

densité de probabilité gaussienne f; de paramétres (i, ;). La compatibilité est estimée a 77,50 %.

Tableau 12 : Résultats obtenus pour la caractérisation expérimentale du bruit généré par le spectrometre RPE.

L’étude porte sur I’ensemble des 2000 ordonnées {y.} associées a chaque abscisse x;.

Compatibilité
Coefficient Coefficient
moyenne des
Zone d’étude du bruit d’acuité d’asymétrie ) Couple (i, o)
densités de
moyen moyen »
probabilité

{{y,;n}n 1 azooo}iq 142000 3,0469 0,0401 68,00 % (3,33 ]0_2, 2,16 ]0'4)

On constate d’une part que le bruit est distribué¢ aléatoirement autour d’une valeur
moyenne de 3,33 107 u.a d’écart-type égal a 2,16 10 u.a. De plus, le diagramme Quantile-
Quantile est linéaire ce qui conforte I’hypothése d’une distribution gaussienne des valeurs
(i} (figure 99 b). D’autre part, les coefficients d’acuité et d’asymétrie sont respectivement
¢gaux a 3,0469 et a 0,0401 (tableau 12) avec des valeurs maximales respectives de
3.8509 et de 0.2461 ce qui est compatible avec I’hypothése d’une densité de probabilité
gaussienne [Field, 2000 & 2009, Trochim & Donnely, 2006, Gravetter & Wallnau 2014]. De

plus, on constate qu’en moyenne, la compatibilité de la distribution des valeurs {y;,} avec les
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distributions de probabilité gaussiennes f; est évaluée a 68,0 % + 7,2 %. Enfin, le test de
Shapiro-Wilk montre que plus de 96 % des données expérimentales sont normalement
distribuées avec un risque o de rejeter I’hypothése a 5 % [Ghasemi & Zahediasl, 2012] ce qui

soutient I’hypothese formulée H) d’une distribution normale (p<0.05).

L’ensemble de ces résultats conforte I’hypothese formulée au préalable : les mesures brutes

en spectroscopie RPE suivent une loi de densité de probabilité normale.

Maintenant, reste a savoir si notre premiére hypothese (le bruit est majoritairement 1i¢
au comptage de photon dans une expérience RPE) est elle aussi confortée. Pour ce faire,
vérifions si I’espérance E(Y;,) des variables aléatoires Y,, est égale a sa variance

V(Y,-,,,) (figure 100). La moyenne z; constitue un bon estimateur de I’espérance et le carré

de I’écart-type o, un bon estimateur de la variance.
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Figure 100 : a) Figure représentant la variation de I’estimateur de I’espérance y; en fonction du carré de

’estimateur de ’écart-type o/’ b) et ¢) Histogrammes des coefficients o; et f; obtenus par régression linéaire.

On constate que la moyenne y; varie linéairement avec la variance o7. Cependant, afin

de vérifier notre hypothése de départ, nous avons effectué une régression linéaire entre ces

deux paramétres : o =q,.,+p; . Sinotre hypothése est juste, nous devrions obtenir a;=1 et
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Bi=0 pour I’ensemble des couples (w, o) testés. Les histogrammes représentant les
coefficients a; et f; sont centrés autour d’une valeur moyenne et suivent une distribution

campaniforme (figure 100 b et c¢). Concernant I’expérience menée, on obtient les coefficients

suivants ;- {a;)=3,53-10"+0,18:10 *u.a et (f,)=1,02-10"*+0,06-10 ‘u.a

Cependant, on constate que la variance s’exprime comme une combinaison linéaire de
I’espérance, V(Y,,)=(a;)E(Y,,)+(B;) , contrairement a notre hypothése initiale ou ces
deux parametres étaient égaux. Il semblerait qu’il y ait une source de bruit supplémentaire, a
fortiori généré par les composants électroniques (diode, interférences électriques) ou bien par
I’environnement. A 1’heure actuelle, nous ne sommes pas en mesure d’expliquer 1’origine de
ce phénomene, toutefois on remarque que le coefficient multiplicatif o; agit comme un gain
sur les mesures RPE effectuées. Concernant le coefficient f;, il pourrait éventuellement s’agir
d’une correction automatique de la ligne de base. Il pourrait étre intéressant de mener une

investigation complémentaire par la suite.

Le bruit généré par le spectrométre RPE est caractérisé par une densité de probabilité

gaussienne N (u,va-u+p)) différente de celle a laquelle nous nous attendions, a savoir

une densité de probabilité gaussienne de type Poisson N(uw,+(u)) .

2.2.1 L’hypotheése ergodique du bruit

Cette ¢étude préliminaire a permis de comprendre en partie 1’origine du bruit mesuré
lors d’une expérience de spectroscopie RPE. Si des zones d’ombre subsistent, nous avons

néanmoins montré que le bruit RPE est caractérisé par une densité de probabilité gaussienne

N(w,Vo-u+p)) et ce résultat nous servira pour 1’élaboration des méthodes de débruitage.

L’objet de ce paragraphe est de montrer comment obtenir une caractérisation du bruit
de méme qualité¢ que 1’¢tude précédente mais avec seulement une acquisition spectrale ce qui
permettrait a tout un chacun de caractériser le bruit de son spectrométre RPE rapidement.

L’hypothese ergodique, reformulée dans le cadre spécifique de notre travail, consiste a
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affirmer que les mesures d’un signal aléatoire au cours du temps apportent la méme
information que des mesures simultanées de signaux aléatoires issus du méme processus.
Dans le cas de I’expérience précédente, cela revient a dire qu’étudier le bruit en manipulant
les n=2000 ordonnées y;, d’une abscisse x; revient au méme qu’a étudier la distribution des
ordonnées sur une zone plate du spectre comme le montre la figure 101. Cela peut paraitre
¢vident mais tout systéme physique n’est pas nécessaire ergodique et c’est la raison pour

laquelle nous avons mené cette étude.
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Figure 101 : Schéma explicatif de I’hypothéese ergodique du bruit : pour caractériser le bruit du spectrométre,
selon I’hypothése ergodique, il est équivalent d’étudier la dispersion des ordonnées pour une abscisse donnée
pour un ensemble # mesures (a) que d’étudier une zone plate bruitée d’une seule acquisition spectrale (b).

Pour vérifier cette hypothése, j’ai donc repris les données précédentes et, plutdt que de
traiter I’ensemble des 2000 ordonnées pour chaque abscisse donnée, j’ai traité I’ensemble des
2000 ordonnées de chacun des 2000 spectres. Les résultats sont présentés dans le tableau 13 et

un exemple est traité en figure 102.
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Tableau 13 : Synthése des résultats obtenus pour la caractérisation expérimentale du bruit généré par le
spectrometre RPE. La premicre étude porte sur I’ensemble des 2000 ordonnées {y.} associées a chaque abscisse

x;. La seconde porte sur I’ensemble des 2000 ordonnées {y;} associées a chaque acquisition spectrale 7.

) ) Compatibilité
Coefficient  Coefficient
] ) ) moyenne des
Zone d’étude du bruit d’acuité d’asymétrie ) Couples (i, o)
densités de

moyen moyen probabilité
(Y entn— 142000} 142000 3,0469 0,0401 68,00 % (3,33 107, 2,16 107)
{{Vents = 120000 = 142000 2,9959 0,0021 68,33 % (3,31 107 2,17 107)
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Figure 102 : a) Spectre RPE caractéristique du bruit généré par le spectrométre. b) Diagramme Quantile-Quantile
permettant d’évaluer la pertinence de 1’ajustement des distributions des 2000 valeurs {y.} de chaque spectre au
modele gaussien théorique. c¢) exemple de compatibilité de la distribution des valeurs {y.,}! avec la densité de

probabilité gaussienne f, de parametres (u., o,). Cette compatibilité est estimée a 72,50 %.
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Nous obtenons des résultats similaires a I’expérience précédente. En effet, on constate
que la distribution des valeurs {y;,} suit une densité de probabilité, a fortiori, gaussienne
comme le montre, par exemple, la linéarité du diagramme quantile—quantile. Ce résultat est
¢galement conforté par 1’étude de la compatibilité des valeurs {y.,} avec la densité¢ de
probabilité gaussienne de parametres (u, o,) : cette compatibilité est estimée a plus de 68 %
qui, comme montré en annexe « 1.10.4 Méthode de comparaison des densités de probabilité »,
conforte 1’origine d’une densité de probabilité gaussienne. Le test statistique de Shapiro-Wilk
soutient également I’hypothése H, (données distribuées normalement) pour 93,43 % des
données expérimentales avec un niveau de risque o de 5 % (risque de rejeter I’hypotheése Hy
alors qu’elle est vraie) [Ghasemi & Zahediasl, 2012] (p<0.05). De plus, les coefficients
d’acuité et d’asymétrie sont respectivement égaux a 2,9959 et a 0,0021 ce qui est
compatible avec 1I’hypothése d’une densité de probabilité gaussienne [Field, 2000 & 2009,
Trochim & Donnely, 2006, Gravetter & Wallnau 2014] au méme titre que les résultats
obtenus dans la partie précédente. Enfin, on remarque que les couples (i, ¢°) des deux
expériences ne différent qu’a hauteur de 0,6 % et de 0,4 % ce qui conforte I’hypothése

ergodique formulée en début de paragraphe.
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3 Méthodes de réduction du bruit

Dans le domaine du traitement des signaux, le bruit généré expérimentalement
s’ajoute aux signaux discrets mesurés et constitue dés lors une source de confusion pour
’opérateur. La partiec « 2 Etude du bruit généré par le spectrométre RPE » a permis la
compréhension puis la caractérisation du bruit généré par le spectrométre RPE utilisé au cours
de ce travail. Afin d’obtenir I’information la plus « pure » possible, il est nécessaire de

s’affranchir autant que possible de ce bruit parasite.

Pour cela, il existe un certain nombre de techniques et d’outils numériques pour
réduire le bruit superposé aux signaux d’intérét. Ces techniques s’articulent autours de

traitements numériques, plus ou moins complexes tels que :

* Les transformées de Fourier discrétes puis 1’application de filtres dans le domaine de
Fourier [Blanchet & Charbit, 1998, Boite & Leich, 1990, Bellanger, 1987, Kunt,
1981]. En fonction des fréquences caractéristiques du bruit, I’opérateur pourra utiliser
un filtre passe-bas, passe-haut, passe-bande ou coupe-bande qui coupe respectivement

les hautes, basses ou des intervalles de fréquences.

* La décomposition des signaux sur des bases d’ondelettes discrétes. Le traitement des
signaux par ondelettes fait partie des méthodes standards d’analyse et de débruitage de
données discretes [Chaux et al., 2005, Rivet, 2003, Mallat, 1999, Donoho et al., 1995,
Mallat, 1989]. Deux méthodes de débruitage par ondelettes sont actuellement
couramment utilisées, a savoir le débruitage par seuillage et le débruitage par

projection.
* Les algorithmes de lissage qui vont remplacer chaque valeur mesurée par une

moyenne pondérée d’un certain ensemble de valeurs adjacentes [Chen et al., 2004,

Swets et al., 1999, Simonoff et al., 1998]. Par exemple, pour un ensemble de 5 points :
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lissé=(a‘yi72+b'yi71+c'yi+d'.Yi+l+e'yi+2)
Yi a+b+c+d+e

. Il existe plusieurs types de lissages

tels que, par exemple, la moyenne glissante (a=b=c=d=e), le lissage polynomial ou
les coefficients sont égaux aux coefficients de Pascal (Z) pour ke[0;n] ou

encore le lissage rectangulaire ou a=e=1, b=d=2 et c=3.

A ce titre, le logiciel Xenon de Bruker utilise le filtre linéaire passe-bas et le lissage
polynomial comme traitements numériques automatiques pour réduire le bruit des spectres
RPE. Cependant, le débruitage des spectres RPE expérimentaux se fait de maniere subjective
car I’opérateur choisit arbitrairement la fréquence de coupure (filtre passe-bas) parmi un
ensemble proposé et le nombre de points pour le lissage polynomial. De plus, ces deux
méthodes ne sont pas optimisées. Il est important de souligner que ces deux types de filtrage
peuvent étre réalisés simultanément (le lissage polynomial intervenant apres le filtrage passe-
bas). Ainsi, la premiére étape fondamentale a donc été¢ de désactiver ces post-traitements

numériques dans le spectrométre RPE afin d’acquérir des données expérimentales brutes.

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes donc intéressés a ces deux méthodes
conventionnelles. Notre travail a consist¢ a développer des scripts de débruitage (filtre
linéaire passe-bas par transformées de Fourier et lissage polynomial) sous Matlab, de les
optimiser puis de les automatiser dans le but de réduire la dépendance de 1’opérateur dans
les traitements des spectres RPE. Nous avons également tent¢ d’utiliser la technologie
Tchebychev a des fins de débruitage ce qui n’a, a notre connaissance, jamais ¢€té réalisé a ce
jour en spectroscopie RPE conventionnelle. Les méthodes fondées sur les ondelettes se basent
sur une méthodologie qui ne dispose pas d’un écosystéme informatique et logiciel aussi
complet que celui de Chebfun. Toutefois, il existe des niches ou les ondelettes sont utilisées.
Ces utilisations nécessitent une expertise qui n’est pas réaliste dans le cadre d’une utilisation
et d’une diffusion trés large de 1’outil numérique que nous voudrions développer. Cependant,
cette démarche pourrait étre entreprise au sein de I’IRSN par la suite a des fins d’amélioration

de I’outil numérique.
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3.1 Filtre passe-bas automatisé

Lorsque nous analysons un signal temporel (figure 103 a) et que nous nous intéressons
a ses composantes fréquentielles, il est nettement plus commode de travailler dans I’espace
des fréquences, aussi appelé « Espace de Fourier »(figure 103 b). Etant donné que le bruit
RPE est caractérisé par des hautes fréquences (figure 103 b), une méthode simple pour le
réduire consiste a appliquer un filtre passe-bas. Le role de ce filtre linéaire est d’atténuer les
hautes fréquences (bruit) tout en conservant intactes les basses fréquences (signal). La
distinction entre les « basses » et les « hautes » fréquences est rendue possible en les
comparant a une fréquence « témoin » ou fréquence de coupure. Les fréquences supérieures a

la fréquence de coupure seront donc atténuées et celles inférieures seront conservées telles

quelles.
0.2 Spectre bruité dans
I'espace "temporel”
- 0.1p i
™
S ot i
=
T oot g
-0'2 Fan)
Champ magnetique, mT
50
——Spectre bruité dans I'espace de Fourier
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=
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m
e
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=
=
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Inverse du champ magnétique, mT L

Figure 103 : Représentation d’un spectre RPE défini par g; =2.00 g, = 2.01 g3 = 2.02 dans I’espace « temporel »
(a), et dans I’espace des fréquences (b). Dans I’espace de Fourier, le bruit est tracé en rouge et on constate que le
signal RPE se situe uniquement aux basses fréquences.

La premicre étape consiste donc a représenter le spectre RPE dans 1’espace des fréquences. Il

x—1

N ke[1;N]

. . . . N —2in(k—1)
s’agit d’une simple transformée de Fourier discréte Y (k)=)_ y(x)e

x=1
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des ordonnées y(x) représentant le spectre RPE expérimental. Il existe plusieurs fagons
d’atténuer le bruit dans I’espace des fréquences (filtres Butterworth, Tchebychev de type I et
I1, Elliptique [Kunt, 1981, Bellanger, 1987, Boite & Leich, 1990, Blanchet & Charbit, 1998]).
Nous avons cependant opté pour un filtre passe-bas idéal, simple mais radical qui consiste a
fixer a 0 toutes les ordonnées de la zone de bruit (en rouge sur la figure 103 b). Quand on
effectue ce type de filtrage, il est nécessaire de trouver la fréquence de coupure adéquate a
partir de laquelle les signaux seront atténués. Si le choix de la fréquence de coupure n’est pas
optimal, on risque d’atténuer une partie du signal et de générer des signaux « artefacts » non

désirés qui perturberont I’analyse spectrale.

Le code développé au cours de cette thése de doctorat est présenté en annexe (« 1.10
Codes développés au cours de la thése »). Il permet de repérer automatiquement la fréquence
de coupure adéquate. Appelons spcyle spectre RPE bruité, et spcp le spectre RPE débruité. Le

principe du filtre passe-bas ainsi développé est le suivant :

1. Parcourir I’ensemble des fréquences de coupures possibles, appliquer le filtre passe-
bas et effectuer une transformée de Fourier discréte inverse. On obtient ainsi un
ensemble de spectres RPE débruités {spcp! dans I’espace « temporel » ;

2. Calculer numériquement les résidus entre le spectre initial bruité spcy et le spectre
débruité spcp. On obtient un N-ensemble de résidus {R}y, N étant le nombre de
fréquences de coupures parcourues ;

3. Comparer la distribution des résidus {R}!y avec la distribution du bruit (« 1.10.4
M¢éthode de comparaison des densités de probabilité »). Les fréquences de coupures
retenues sont celles qui offrent une compatibilité entre les deux distributions a 68 %

minimum. Cette condition constitue notre critére n°l1 ;

Nous obtenons ainsi un ensemble de spectres RPE débruités validant le critére n°1.
Reste a savoir quel spectre débruité choisir parmi I’ensemble retenu. Pour ce faire, nous avons
développé un deuxiéme code qui choisi la fréquence de coupure optimale parmi celles

retenues. Le principe est le suivant :
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1. Générer une fonction gaussienne f; ayant une amplitude de I’ordre de grandeur de celle
du signal d’intérét du spectre RPE bruité spcy (voir note ci-apres). Cette fonction,
nommeée spcy, constitue notre référence ;

2. Ajouter du bruit sur f, de la méme nature que celui caractérisé expérimentalement.
Pour ce faire, on génere la densité de probabilit¢ N(u, o), on effectue un tirage

aléatoire de la variable aléatoire Y, et la valeur y;ainsi obtenue est ajoutée a fj (x). On

obtient ainsi une fonction gaussienne fy qui n’est autre que f; bruitée ;
3. Appliquer le filtre passe-bas défini précédemment sur fy en utilisant seulement les
fréquences de coupures retenues. Par conséquent, on obtient un ensemble de fonctions

gaussiennes débruitées fp. Ensuite, on calcule g(x)=f,(x)—fp(x) pour chaque

1
fonction fp ainsi que |[lgll,=(|g(x,)F'+...+[g(xy)I")P=max(g(x,),...,g(xy)) avec
p->o0 , aussi appelée « norme infinie » ;
4. La fréquence de coupure optimale retenue est celle qui minimise la norme infinie.

Cette condition constitue notre critére n°2 ;

Le choix de la fonction gaussienne s’est révélé le plus pertinent au vu des résultats
obtenus. D’une part, les signaux RPE des ongles (irradiés ou sains) ressemblent
qualitativement a une fonction gaussienne (largeurs et amplitudes de raies). Le signal
distribué en fréquence dans I’espace de Fourier permet une distinction claire des zones de
bruit des zones de signal. De maniére purement pragmatique, ce choix s’est donc révélé le
plus performant. Nous avons tout de méme testé d’autres types de fonctions. Pour ne citer
qu’elle, nous avons également travaillé sur un modele linéaire : on ajoutait le bruit
expérimental sur une simple droite (y = a, avec a une constante) pour ensuite réduire le bruit
dans I’espace de Fourier en trouvant la fréquence de coupure optimale. Or, la transformée de
Fourier d’une droite est un dirac centré en 0. Ainsi, la fréquence de coupure optimale était
systématiquement la plus faible fréquence de coupure validant le critére n°1. Elle n’était donc

pas véritablement la plus optimale.
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A titre d’exemple, voici & quoi ressemble le spectre de la figure 103 débruité :

0.2

——Spectre bruité SpCy,

Spectre débruité spcp,

0.15

dy /dB, a.u

-0.1F

-0.15 —
Champ magnetigue, mT

Figure 104 : Représentation d’un spectre RPE défini par g; =2.00 g, =2.01 g; = 2.02 avant et aprés application
du filtre passe-bas développé au cours de ce travail.

Le filtre passe-bas permet d’obtenir des spectres RPE débruités vérifiant les critéres
n°l et 2. Le nombre d’étapes nécessaires pourrait sembler important, cependant cet outil
numérique n’est composé que d’une dizaine de lignes de code et ne nécessite que quelques
secondes pour débruiter un ensemble de spectres RPE. Il est cependant tout a fait possible

d’optimiser ce code.

3.2 Lissage polynomial

Une approche pour réduire le bruit et augmenter le rapport signal sur bruit est
I’utilisation de techniques de filtrage numérique telle que le lissage polynomial qui est intégré
dans le logiciel Xenon de Bruker. Avant d’expliciter le principe, il est important de noter que,
par défaut, le mode de filtrage numérique est automatique dans la plupart des
spectrométres commercialisés par Bruker. Un spectre RPE acquis dans cette configuration
ne permet pas d’obtenir les données brutes. L’objet de ce paragraphe est d’expliquer en quoi
consiste le lissage polynomial d’un ensemble de données discrétes et donc pourquoi on ne
doit pas l’activer quand on veut accéder aux données brutes dans le cadre d’une

caractérisation expérimentale du bruit.
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Considérons un spectre RPE quelconque défini par un ensemble de couples de
coordonnées {x, y} et un nombre k pair tel que k€N . Considérons maintenant 1’i-€me
ordonnée y; du spectre. Le lissage polynomial consiste a pondérer I’ensemble des ordonnées a
I’aide des coefficients polynomiaux ou coefficients de Pascal définis par (1+x)k . Ces
coefficients sont particulicrement adaptés aux lissages polynomiaux de fonctions gaussiennes
(ou de leurs dérivées) [Aubury, 1995]. Pour k=5 par exemple, le lissage polynomial de y;

donnera :

y{issé: (]".Yi—2+4'yi—1+6'yi+4'yi+1+]-'.yi+2)

35
’ 1+4+6+4+1 (33)

Ce type de lissage polynomial engendre une corrélation entre les variables aléatoires.
En effet, la valeur de chaque ordonnée dépendra nécessairement des valeurs des ordonnées
voisines. C’est précisément pour cette raison qu’il faut désactiver ce post-traitement
numérique dans les spectrométres Bruker lorsqu’on veut caractériser le bruit expérimental. De
plus, I’hypothése ergodique n’est plus vérifiée. Pour illustrer ce fait, le couple (i, o°) calculé
apres lissage polynomial (avec & = 44 comme le propose automatiquement le logiciel Xenon
avec nos parametres de mesure) dans le cadre de I’expérience décrite en « 2.2.1 L’hypothése
ergodique du bruit » vaut (4,20 107, 6,56 10°) ou (8,70 107, 1,51 107) selon si I’analyse est
faite pour I’ensemble des ordonnées de chaque abscisse ou pour ’ensemble des ordonnées
d’un spectre donné. On perd ainsi toute 1’information sur le bruit lorsqu’un tel traitement

numérique est appliqué aux données brutes.

Dans le logiciel Xenon développé par Bruker, le choix du paramétre k est automatisé
et est donné par le nombre de points par amplitude de modulation (il dépend donc des
parametres de mesures). Toutefois, il est possible de le changer manuellement si 1’opérateur
décide de quitter le mode automatique. Cette approche de lissage polynomial automatique a
¢galement ét¢ codée sous Matlab au cours de cette thése. Cependant, le choix du parametre k&
a été optimisé et il doit désormais vérifier les critéres n°1 et 2 explicités dans la partie
précédente (« 3.1 Filtre passe-bas automatisé »). La figure 105 est un exemple d’un lissage

polynomial réalisé sur le spectre présenté en figure 103 :
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0.2

——Spectre bruité spcy,
Spectre lissé spc,

0.15

dy /dB, a.u

-0.15 —
Champ magnetique, mT

Figure 105 : Représentation d’un spectre RPE défini par g, =2.00 g, = 2.01 g3 = 2.02 avant et aprés application
du lissage polynomial développé au cours de ce travail.
Le lissage polynomial est intéressant car il permet, a I’instar du filtre linéaire passe-
bas, d’atténuer le bruit des spectres RPE. Cependant, ce type de traitement a tendance a
écréter les signaux comme nous le verrons par la suite, ce qui est nuisible quant a 1’extraction

de certaines variables d’intérét.
3.3 Réduction du degré polynomial

Nous avons vu dans la partie « 6.2.2 Les polyndmes de Tchebychev « uniformes » »
qu’il était possible de représenter un ensemble de données discrétes par un seul et unique
polynéme dit « polyndme de Tchebychev » et ce, méme s’il est échantillonné uniformément
comme c’est systématiquement le cas en pratique. La fonction ainsi obtenue est un polynéme
de degré N. Intuitivement, nous pourrions imaginer que la réduction du degré polynomial
pourrait constituer une méthode de débruitage originale et fonctionnelle. En effet, considérons
une simple droite y=x+100 qui constitue notre signal, et ajoutons du bruit gaussien tel
qu’il a été caractérisé dans la partie « 2.1 Caractérisation théorique du bruit ». Si nous
transformons ces deux spectres en polyndomes de Tchebychev, alors d’une part, la droite est
représentée par un polynome de degré 1 et d’autre part, la droite bruitée est représentée par un

polyndme de degré 100 dans le cas présenté sur la figure 106.
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Figure 106 : Représentation d’une droite bruitée et non bruitée sous forme de polynéme de Tchebychev. Le

polynome associé a la droite non bruité a un degré 1 tandis que celui de la droite bruitée a un degré de 100.

On comprend intuitivement que baisser le degré de ce dernier permettrait de se

rapprocher du signal d’origine. C’est cette méthode originale que nous avons voulue

développer au cours de ce travail de thése et que je présente ici.

Considérons le méme spectre bruité spcy défini précédemment (figure 103). Le

principe de débruitage par les polyndmes de Tchebychev est le suivant :

I.

Générer la fonction polynomiale de Tchebychev p, représentative du spectre
original bruité ;

Générer les polyndmes p,. qui ne sont autres que p, de degré inférieur tel que

N'<N ;

Calculer numériquement les résidus entre le spectre initial bruité spcy et chacun des
spectres débruités spcpy. On obtient ainsi un N-/-ensemble de résidus {R}y pour
chacun des degrés polynomiaux étudiés ;

Comparer la distribution des résidus {R}y avec la distribution du bruit. Le polynome
« débruité » optimal est celui qui, d’une part, offre une compatibilité entre les deux
distributions a 68 % minimum et d’autre part, posséde le degré polynomial le plus

faible.
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Un exemple de ce débruitage original basé sur la diminution du degré polynomial des

polyndmes de Tchebychev est présenté dans la figure 107.

——Spectre bruité spc
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Figure 107 : Représentation d’un spectre RPE défini par g, =2.00 g, = 2.01 g; = 2.02 avant et apres application
du débruitage « Réduction degré polynomial » automatique développé au cours de ce travail.

Le polynéme de Tchebychev représentant le spectre original est un polyndme de degré
1760 et le spectre débruité est de degré 79. Si des résultats prometteurs ont d’ores et déja été
obtenus (figure 107), il est tout a fait possible d’améliorer cette méthode de débruitage
originale développée en collaboration avec 'IRCP de Chimie-ParisTech. En effet, certaines
pistes d’amélioration n’ont pas pu étre enticrement développées dans le temps imparti
(optimisation du degré du polynome, critere d’auto-corrélation des résidus...). Nous restons
toutefois optimistes quant a une amélioration prochaine de cette méthode de débruitage en

spectroscopie RPE.

Les trois techniques de débruitage que sont le filtrage lin€aire passe-bas, le lissage
polynomial et la réduction du degré du polyndme de Tchebychev présentées ci-dessus
peuvent s’appliquer aux spectres RPE. Maintenant reste a savoir laquelle de ces techniques est
la plus avantageuse dans le cadre de la dosimétrie RPE. L’objectif est de s’affranchir autant
que possible du bruit sans perdre I’information spécifique au signal RPE afin de pouvoir

extraire les variables d’intérét en dosimétrie RPE qui soient les plus fiables possibles.
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3.4 Comparaison des méthodes de débruitage

3.4.1 Impact du débruitage sur les simulations spectrales

Lorsque nous voulons tester une hypothése sur 1’origine de I’espéce paramagnétique
du spectre expérimental, nous avons recours a des simulations spectrales numériques. Dans le
cadre de cette étude, c’est la boite a outil Easyspin qui a été utilisée puisque, comme rappelé
dans la partie « 6.1.2 Easyspin », cet outil a largement fait ses preuves dans la communauté
RPE. L’objet de ce paragraphe est de comparer 1’efficacité des trois méthodes de débruitage
présentées dans ce chapitre quant a 1’extraction des caractéristiques spectrales d’un spectre
donné.

Dans un premier temps, un spectre RPE de basse symétrie, absolument quelconque,
défini par les facteurs g suivants, g, = 1,9950, g, = 2,0120 et g; = 2,0440, présentant des
couplages hyperfins tels que a;, = 0 MHz, a, = 119,6665 MHz et a; = 31,3746 MHz et une
largeur de raie de / mT a été simulé. Sur la base des résultats précédents (« 2 Etude du bruit
généré par le spectrometre RPE »), du bruit similaire au bruit généré par le spectrometre RPE

a ensuite été ajouté sur ce spectre (figure 108).
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Figure 108 : Spectre RPE théorique bruité défini par g, = 1,9950, g, = 2,0120, g; = 2,0440, et présentant des
couplages hyperfins tels que a;, = 0 mT, a, = 7,25 mT et a; = 1,55 mT.
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L’ensemble des scripts de débruitage (filtre linéaire passe-bas, lissage polynomial et
réduction du degré des polynomes de Tchebychev) ont ensuite été appliqués afin d’obtenir

trois spectres débruités. La figure 109 représente ces spectres ainsi que le modele théorique.

Spectre débruité filtre passe-bas
0.4 T T Spectre débruité lissage polynomial

Spectre débruité réduction degré polynomial
0.3k Spectre théorique
0.2 F

dy /dB, u.a

0.4 I I I I I
1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240

Champ magnétique, mT

Figure 109 : Représentation des spectres RPE théorique (en noir) et débruités par la filtre linéaire passe-bas (en
bleu), par le lissage polynomial (en rouge) et par la méthode de réduction du degré polynomial des polyndmes de
Tchebychev (en violet).

Lorsqu’on compare 1’allure des spectres RPE débruités au modéle théorique (en noir
dans la figure 109), on constate une différence d’efficacité des trois méthodes de débruitage.
En effet, les méthodes de débruitage par transformée de Fourier (en bleu) et par lissage
polynomial (en rouge) permettent d’obtenir des spectres débruités qualitativement similaires
au modele théorique (en noir). En revanche, la méthode originale de débruitage en réduisant
le degré des polyndomes de Tchebychev s’avére moins efficace. Le spectre résultant reste
considérablement bruité ce qui complique amplement I’analyse spectrale. La réduction du
degré polynomial impacte tout autant le bruit que le signal RPE et nous n’avons pas réussi a
trouver de bons compromis a I’heure actuelle. L’écart maximal relatif (ou norme infinie, cf
« 3.1 Filtre passe-bas automatisé ») entre les spectres débruités et le spectre théorique est de
6,0 % pour le filtrage linéaire passe-bas, 5,8 % pour le lissage polynomial et 14,66 % pour la
méthode de réduction du degré du polynome de Tchebychev. De¢s lors, le filtrage linéaire

passe-bas et le lissage polynomial semblent les plus efficaces.
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Afin de vérifier si les méthodes de débruitage impactaient I’analyse spectrale
(détermination des facteurs g, constantes de couplage hyperfin et largeurs des raies), des
simulations spectrales ont été¢ effectuées en testant différents paramétres spectraux tirés

aléatoirement dans un intervalle de valeurs. Les résultats sont présentés dans le tableau 14.

Tableau 14 : Synthése des résultats sur I’analyse spectrale des spectres débruités.

Intervalle des

Valeurs Méthode Valeurs obtenues , )
o ) parameétres ) ) Ecart relatif
originales débruitage avec simulation
spectraux testé
1,995 Polynome /1,985, 2,005] Non exploitable -
Facteur g E—
) 2,012 FFT [2,002, 2,022] (1,995 ;2,012 ; 2,044) 0%
(sans unité) —_—
2,044 Lissage [2,034, 2,054] (1,995 ; 2,012 ; 2,044) 0%
Constant de 0 Polynome [0, 0.5] mT Non exploitable -
couplage hyperfin 7,25 FFT [4,25,10,25] mT 0;7,24;1,78) 0%;0.1%;15%)
(mT) 1,55 Lissage [0,55, 1,55] mT 0,;724;175) 0%;0.1%;13%)
Polynome Non exploitable -
Largeur des raies 1.00 mT
) FFT [0, 2,00] mT 112 12 %
(mT) (gaussienne)
Lissage 1,14 14 %

On constate que les techniques de débruitage par transformée de Fourier et par lissage
polynomial permettent d’obtenir des parametres spectraux similaires a ceux du modele
théorique. Cependant, le spectre débruité par la méthode originale de débruitage basée sur la
réduction du degré des polynomes de Tchebychev n’a pas permis d’estimer correctement ces
parameétres car le spectre résultant était bien trop bruité. Les spectres débruités par le filtre
passe-bas et le lissage polynomial ont permis de retrouver exactement les facteurs g.
Concernant les constantes de couplage hyperfin, le filtrage linéaire passe-bas et le lissage
polynomial permettent d’obtenir des résultats similaires, soit & 15 % prés du modele théorique
au maximum. Enfin, concernant les largeurs de raies, les résultats pour ces deux techniques de
débruitage sont également similaires et elles permettent d’estimer les largeurs de raies

originales a 14 % pres au maximum. Des lors, aucune de ces deux méthodes ne semble
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vraiment se démarquer 1’une de 1’autre. C’est la raison pour laquelle nous avons voulu étudier

I’efficacité de ces deux méthodes en fonction du rapport signal sur bruit d’un spectre RPE.

3.4.2  Evaluation du rapport signal sur bruit le plus faible détectable

Nous avons montré dans le chapitre « IV Etude et caractérisation du signal endogéne
et des signaux radio-induits » que les intensités spectrales des signaux endogeéne BKS et radio-
induit RIS 5 dans les ongles étaient faibles ce qui complique ’extraction de I’information
dosimétrique. Ainsi, I’objet de cette étude est de déterminer la limite de détection d’un signal
RPE du méme type que le RIS 5 en bande Q a I’aide des deux moyens de débruitage retenus a
savoir le filtre linéaire passe-bas et le lissage polynomial. La méthode de débruitage la plus
efficace sera conservée dans 1’optique de développer un protocole opérationnel de traitement

de spectres RPE d’ongles irradiés.

Dans un premier temps, nous avons simulé un spectre RPE de semiquinone (« 3.1 Le
signal radio-induit RIS 2 ») nommé spc,. Sur la base des résultats de I’étude « 2 Etude du
bruit généré par le spectrometre RPE », nous avons ajouté du bruit au spectre théorique et le
spectre résultant est nommé spcy. La procédure employée pour déterminer la limite de

détection du signal d’intérét a été la suivante :

1. Calculer le rapport signal sur bruit (RSB) du spectre spcy (le RSB est défini comme le
rapport entre ’amplitude du signal et I’écart-type de la distribution de I’amplitude du
bruit) ;

2. Débruiter le spectre a 1’aide du script Filtre passe-bas ou Lissage Polynomial. On
obtient ainsi deux types de spectres débruités, spcp, selon la méthode utilisée ;

3. Calculer les écarts relatifs en amplitudes, largeur de raie et en intensité entre le spectre
débruité spcp, et le spectre théorique spcy dans la zone du signal d’intérét ;

4. Diminuer I’intensité du signal du spectre original spcy en conservant exactement les
mémes valeurs de bruit et recommencer 1’étape 1 jusqu’a ce que le signal soit

confondu dans le bruit (RSB=1).
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La figure 110 récapitule I’ensemble de ces étapes :

‘ Itération tant que RSB = 1

02 02

015 0.15
01 Ajout de bruit = ,, Débruitage 01
o _ "
0 0 0
005 o1 -0.05
01 -0.1

dy/dB,ua
dy fdB.u.a
dy/dB, ua

1200 1205 1210 1215 1220 1225 '01?200 1205 1210 1215 1220 1225 1200 1205 1210 1215 1220 1225

Champ magneétique, mT Champ magnétique, mT Champ magnétique, mT
Modéle théorique spc, ‘ ‘ Spectre théorique bruité spey ‘ Spectre théorique
débruité spep
Extraction variables

Figure 110 : Schéma explicatif de 1’étude du plus faible rapport signal sur bruit détectable avec les deux

procédures de débruitage présentées et développées au cours de ce travail.

Les résultats pour le filtrage linéaire passe-bas et le lissage polynomial sont présentés dans la

figure 111.
Ecart maximal en intensité entre spc, et spcp
a) 6 +| T T T T . PR
. + + Filtrage linéaire passe-bas
o + H H
=l + i . Lissage polynomial |
i +1 4
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2ot + 4 + 4 + N
& o+ g i 4 + +
. o+ + +
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5 5 5.5
Ecart maximal en amplitude entre spc, et spcy,
15 —
b) o ' ' ' ' ' + Filtrage linéaire passe-bas
‘°‘i + Lissage polynomial
s 10t + ]
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m
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t 5t + g
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Ecart maximal en largeur de raie entre SPC, et SPcy,
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C) o +' ' ' ' ' + Filtrage linéaire passe-bas
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5 + +
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Rapport signal sur bruit, s.u

Figure 111 : Etude de la limite de détection des deux méthodes de débruitage : écart maximal relatif en fonction

du rapport signal sur bruit pour I’intensité (a), pour I’amplitude (b) et pour la largeur de raie (c).
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Plus le rapport signal sur bruit est faible, plus il est compliqué d’extraire correctement
la variable d’intérét (amplitude pic a pic, largeur de raie ou intensité). Ce résultat est intuitif
puisque dans le cas ou les intensités des signaux RPE sont du méme ordre de grandeur que le
bruit, il devient compliqué de les distinguer. Concernant I’estimation de I’intensité spectrale
du signal RPE, le débruitage par transformée de Fourier et par lissage polynomial sont aussi
performantes : pour un rapport signal sur bruit de 1, ces deux techniques permettent d’estimer
une intensité spectrale a 6 % pres de celle théorique. En revanche, concernant les amplitudes
du signal RPE, on constate que le filtrage linéaire passe-bas est significativement plus efficace
que le lissage polynomial. En effet, les algorithmes de lissage agissent en remplagant chaque
valeur mesurée par une moyenne pondérée par les valeurs adjacentes. On assiste ainsi a un
phénomene d’écrétage clairement visible dans la figure 111 b. Pour un RSB de 1, I’écart
relatif en amplitude entre le modele théorique et le spectre lissé est supérieur a 10 % apres
lissage polynomial contre 0,6 % pour le filtrage passe-bas. Enfin, concernant la largeur de
raie, 1’écrétage du signal RPE engendre systématiquement un léger élargissement de la raie a

hauteur de 4 a 5 % par rapport au modele théorique.

L’ensemble de ces résultats montre que la méthode de débruitage la plus efficace dans
le cadre de notre étude est le filtrage linéaire passe-bas par transformée de Fourier. Il nous est
possible d’extraire une intensité spectrale, une largeur d’une raie ou une amplitude pic a pic a
5 % pres du spectre théorique des lors que le rapport signal sur bruit est supérieur a 1,3. Le
probléme majeur du lissage polynomial réside dans I’écrétage des signaux conduisant a une

sous-estimation des amplitudes pic a pic ou des largeurs de raies.

Le filtrage linéaire passe-bas par transformée de Fourier est donc la méthode de débruitage

qui sera implémenté dans le protocole numérique puisqu’elle s’est révélée la plus efficace

pour extraire les intensités, les amplitudes et les largeurs de raies.
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4 Processus d’extraction des variables d’intérét

Dans les parties précédentes, nous avons présenté les différentes méthodes de
débruitage développées et automatisées dans le cadre de ce travail. La transformation de
données discretes en fonctions continues a également été abordée et permet une extraction
immédiate et juste des variables d’intérét en spectroscopie RPE. Dans le cadre de la
collaboration menée avec I’IRCP de Chimie-ParisTech, et notamment avec Yann Le Du et
Mariem El Afrit, un ensemble de scripts ont été¢ développés et permettent de traiter tout type
de spectre RPE pour la dosimétrie de rayonnement ionisants. Les différentes étapes du
traitement numérique seront explicitées dans une premicre partie, puis une évaluation de la
reproductibilit¢ d’extraction des variables sera également présentée. Enfin, un exemple
d’étude dosimétrique appliquée a la dosimétrie RPE sur les ongles permettra de juger de

I’efficacité de 1’outil.

4.1 Etapes du traitement numérique

Afin d’illustrer les différentes étapes du traitement numérique, il me semble plus
judicieux de les présenter en les appliquant sur un spectre RPE réel d’ongle. En ce sens, la
figure 112 représente un spectre expérimental d’un ongle non irradié. En effet, plus I’ongle
aura été soumis a des rayonnements ionisants, plus la quantité de radicaux libres radio-induits
sera importante, et plus le rapport signal sur bruit sera important. Ainsi, 1’étude d’un ongle

sain semble le plus intéressant pour juger de la pertinence du débruitage.

La premicére étape consiste, tout simplement, a faire 1’acquisition spectrale en prenant
garde de désactiver tout traitement numérique automatique du spectromeétre. Il serait
effectivement mal venu de débruiter un spectre ayant préalablement subit un quelconque
traitement de débruitage sous-jacent. Il n’est pas non plus nécessaire d’accumuler le nombre
d’acquisitions étant donné que le spectre sera débruité par la suite. Pour rappel (« 3.3 Les
parametres d’acquisition ») plus le nombre d’acquisitions est élevé, plus le spectre est lisse et
plus le délai nécessaire pour obtenir le spectre est long ; or, en dosimétrie des rayonnements

ionisants en cas d’accident radiologique, nous voulons aller le plus rapidement possible.
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dy /dB, u.a
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Figure 112 : Spectre RPE expérimental d’un ongle sain. On retrouve le signal d’intérét de type semiquinone

anionique SQ- ainsi que le signal parasite manganése Mn*'.

Nous avons vu dans la partie précédente que dans le cadre de notre étude, le filtre
linéaire passe-bas constitue la méthode de débruitage la plus efficace. L.’automatisation de ce
traitement permet de rechercher la fréquence de coupure la plus optimale pour un spectre
donné et ce, a la fois rapidement et non-opérateur dépendant. Aprés un tel traitement, nous

obtenons le spectre initial débruité comme présenté en figure 113.
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Figure 113 : Spectre RPE débruité par filtre linéaire passe bas du spectre RPE brut d’un ongle sain. On retrouve

toujours le signal d’intérét de type semiquinone anionique SQ- ainsi que le signal parasite manganése Mn*".
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Vient ensuite ’étape de la transformation des données discretes représentant le spectre
RPE débruité en fonctions polynomiales dites de Tchebychev. Nous utilisons donc la boite a
outil Chebfun de Matlab et plus particulie¢rement 1’algorithme d’interpolation d’Hormann-
Floater implémenté par Georges Klein en 2011 (« 6.2.2 Les polyndmes de Tchebychev «
uniformes »). Pour rappel, cette option permet de générer les polynomes de Tchebychev
uniques a partir d’ensembles de données discrétes échantillonnées uniformément comme le

montre la figure 114 tout en préservant I’information initiale a la précision machine pres.

dy /dB, u.a

0.03 L L L L L L
1202 1204 1206 1208 1210 1212 1214 1216
Champ magnétique, mT

Figure 114 : Polynome de Tchebychev représentant le spectre RPE débruité présenté dans la figure 113.

Enfin, les scripts Matlab permettant de manipuler les polyndmes de Tchebychev
développés au cours de cette thése sont présentés en annexe (« 1.10 Codes développés au
cours de la theése »). Il nous est alors possible de récupérer rapidement les caractéristiques
spectrales souhaitées. En ce qui nous concerne, 1’objectif est de relier la quantité d’entités
paramagnétiques radio-induites a la dose absorbée. En ce sens, les variables d’intérét sont les
amplitudes des signaux radio-induits ainsi que leurs intensités spectrales respectives, i.e les

aires sous les courbes d’absorption.
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4.2 Evaluation de la pertinence du protocole numérique

En dosimétrie RPE sur les ongles, il est généralement nécessaire d’accumuler un
ensemble de 8 a 15 acquisitions d’un méme spectre pour atténuer le bruit (« 3.3.3 Le nombre
d’acquisitions »). Le spectre RPE moyenné ainsi obtenu rend possible 1’extraction manuelle
des amplitudes et intensités des signaux radio-induits indispensables a 1’élaboration des
courbes de réponse en dose. Notons que 1’estimation des intensités spectrales (aires sous les
courbes d’absorption) reste cependant treés rare car ce processus manuel nécessite a la fois une
certaine maitrise du logiciel du spectromeétre mais est également relativement long. Le temps
est effectivement un parametre crucial dans le domaine de la dosimétrie d’accident : tout
I’enjeu réside dans la détermination de la dose regue par un individu qui soit le plus fiable et
le plus rapidement possible afin d’administrer le traitement médical adéquat et ce, dans les

plus brefs délais.

Restons dans le cas de domaine la dosimétrie RPE des ongles. Une acquisition
spectrale dure en moyenne entre 30 secondes et 1 minute. Ainsi, I’acquisition d’un spectre
RPE exploitable manuellement requic¢re une durée comprise entre 4 et 15 minutes pour 8 a 15
acquisitions spectrales (bien slr, tout dépend du rapport signal sur bruit du spectre
expérimental). La démarche proposée ici est de ne réaliser qu’une seule et unique acquisition
de 40 secondes et d’appliquer le protocole de débruitage et d’extraction des variables

d’intérét, en 1’occurrence les amplitudes des raies et les intensités spectrales.

Avant d’appliquer le traitement numérique automatique développé dans le cadre de ce
travail sur un exemple concret de dosimétrie RPE, vérifions la répétabilité d’extraction des
variables d’intérét sur 12 spectres RPE successifs et indépendants d’un méme ongle sain. Il
est plus pertinent de s’intéresser a un ongle sain ici plutét qu’a un ongle irradié car le rapport
signal sur bruit d’un ongle non irradié¢ est bien plus faible et permettra de « challenger » le
protocole numérique développé au cours de ce travail. La figure 115 représente donc le
spectre RPE d’un échantillon d’ongle obtenu a la suite d’une seule et unique acquisition de 40
secondes en désactivant au préalable tout pré-traitement numérique du spectrometre (dans le

but de récupérer uniquement les données brutes).
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Figure 115 : Représentation d’un spectre RPE expérimental d’un ongle non irradié obtenu a la suite d’une seule

et unique acquisition d’une durée de 40 secondes. Ces données sont les véritables données brutes.

Le protocole développé dans le cadre de ce travail et présenté dans la partie précédente
(« 4.1 Etapes du traitement numérique ») a ensuite été appliqué a I’ensemble des 12 spectres.

Les résultats sont présentés dans la figure 116 et le tableau 15.

Amplitude pic & pic, u.a

— |ntensité, u.a

Mesure n"1

Mesure n*2

Mesure n®12

Mesure n°3

Mesure n"10 B.81

915 Mesure n°4

Mesure N9 9.59 Mesure n°5

Mesure n*8 Mesure n°6

Mesure n°7

Mesure n°1

Mesure n°2

Mesure n®12

Mesure n®10 12.69

Mesure n°5

Mesure n°6

Mesure n“8

Mesure n®7

Figure 116 : Représentation des variables d’intérét (amplitude pic a pic en rouge, intensité en bleu) sous forme
de diagramme « araignée ». Les amplitudes du signal et les intensités sont calculées automatiquement a I’aide du

protocole numérique développé au cours de ce travail de thése.
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Tableau 15 : Estimation des amplitudes et des intensités du signal d’intérét de 12 spectres RPE bruts, successifs
et indépendants. Les variables considérées ont ¢té calculées automatiquement a I’aide du protocole numérique

développé au cours de ce travail de recherche.

Observable Valeur moyenne et écart-type associé (u.a)
Amplitude pic a pic, H <H>=0,0911 et o = 0,0030
Intensité du signal, / <[>=01274¢eto;= 0,0076

Le diagramme de la figure 116 représente les amplitudes et les intensités du signal
d’intérét des 12 spectres RPE bruts. La valeur moyenne et I’écart-type associés a ces mesures
sont présentés dans le tableau 15. Calculons I’incertitude de répétabilité associée a la valeur
moyenne de ’amplitude et de I’intensité (équation 36). Le nombre de mesures étant limité, il
est nécessaire d’introduire un facteur d’¢élargissement, noté k (et également appelé coefficient
de Student défini en annexe « 1.11 Facteur de Student k »). Ce coefficient dépend du nombre
de mesures, ici n = 12, et de I’intervalle de confiance choisi (ici 95 %). Dans ces conditions,

le coefficient de Student vaut k = 1,782.

orép:k%
Avec k le coefficient de Student, o I’écart-type associé au résultat et (36)
n le nombre de mesures
On obtient ainsi une incertitude ¢largie de répétabilité de 2,96 % pour I’estimation des
amplitudes et de 5,44 % pour les intensités spectrales. Ce résultat est prometteur. En effet, a
I’aide d’une seule et unique acquisition spectrale, nous sommes en mesure d’estimer les

variables d’intérét avec une incertitude de répétabilité d’environ 5 % ce qui n’est pas

envisageable lors d’un traitement manuel d’un spectre aussi bruité que celui de la figure 115.

Considérons maintenant la problématique du temps d’analyse. La durée nécessaire
pour traiter entiérement chacun des spectres a 1’aide de 1’outil numérique est d’environ 15
secondes et ce, en utilisant un ordinateur portable quelconque. L’utilisation de serveurs de
calculs performants permettrait de les estimer encore plus rapidement. Admettons maintenant
que nous voudrions traiter manuellement ces 12 spectres et obtenir les intensités et les
amplitudes du signal radio-induit. Il serait nécessaire d’effectuer pour chacun d’entre eux 10
acquisitions de 40 secondes soit une durée d’environ 7 minutes. Pour ’ensemble des 12

spectres, la durée totale d’acquisition est estimée a 1 heure et 20 minutes. La détermination
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manuelle de ’amplitude pic a pic du signal, bien qu’opérateur-dépendante, est trés rapide :
environ une dizaine de secondes. En revanche, la transformation du spectre RPE en sa
primitive (spectre d’absorption) et le calcul de 1’aire sous la courbe nécessite un peu plus de
temps, environ 1 minute pour un utilisateur rapide et expérimenté. Ainsi, le temps nécessaire
pour I’extraction des 24 variables (intensités et amplitudes) serait approximativement de 15
minutes. Au total, la durée nécessaire pour analyser manuellement ces 12 spectres serait
d’environ 1 heure et 30 minutes. En revanche, si on acquiére les spectres RPE avec seulement
une seule et unique acquisition de 40 secondes, il faudrait 8 minutes pour tous les acquérir. Le
traitement numérique des spectres et ’extraction des 24 variables au total nécessiterait
seulement 3 minutes. L’approche proposée ici pour 1’analyse spectrale dans le domaine de la
dosimétrie RPE permettrait donc un gain de temps considérable (facteur 7 a 8) qui pourrait

étre réinvesti ailleurs.

Ce protocole numérique peut toutefois étre optimisé et la possibilité d’y intégrer des
routines différentes selon les besoins (calculs des facteurs g, constantes de couplage hyperfin,
spectre d’absorption...) est tout a fait envisageable. Une fois implémenté¢ a I'IRSN, ce
protocole permettra un gain de temps considérable dans 1’évaluation des faibles doses avec
I’alanine pour la dosimétrie de criticit¢ mais également un gain certain dans la limite de
détection. Il pourra également étre utilisé pour les calculs de doses en dosimétrie RPE sur les
o0s, les dents et les verres dans le cas d’accidents radiologiques de grande ampleur pour le tri
de population. En effet il est fondamental d’étre a la fois rapide et performant d’un point de

vue opérationnel.

Le protocole numérique développé au cours de cette thése de doctorat permet
d’extraire rapidement les variables nécessaires a 1’élaboration de courbes de réponse en dose,
et ce de maniére non-opérateur dépendant. Il est également possible d’obtenir les intensités

spectrales qui, en régle générale, ne sont pas calculées par faute de temps.

Le protocole numérique de traitement des spectres RPE développé ici permet d’augmenter

les capacités de mesure et de performance opérationnelles du laboratoire en dosimétrie RPE.
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4.3 Application sur un exemple concret d’étude dosimétrique

Nous venons de voir que le nouveau protocole pour le traitement numérique des
spectres RPE permet une extraction reproductible des variables d’intérét en dosimétrie RPE.
Ce processus est a la fois rapide, fiable et non-opérateur dépendant. L objet de cette dernicre
partie est d’illustrer I’intérét de ce protocole par rapport & un traitement manuel sur un cas
beaucoup plus concret : générer les courbes représentant la variation des amplitudes du signal
UV-induit UVIS 5 (« 2.2.7 L’impact du rayonnement UV sur le signal endogéne BKS ») avec
le temps d’exposition aux rayonnements UVA. Le traitement manuel des spectres a été réalisé
directement via I’interface graphique du logiciel Bruker (XEPR) directement sur les spectres

bruts.

La génération du signal UVIS 5 nécessite d’exposer I’échantillon d’ongle a un
rayonnement UVA, et ce pour différentes durées. Une lampe UV qui génére des ondes
électromagnétiques de 365 nm a 1,2 mW.cm™ a été utilisée pour cette expérience. Les
intensités et amplitudes du signal UVIS 5 ont été normalisées par celles du signal endogene
afin de rendre compte de I’augmentation du signal UV-induit. Les parametres d’acquisition
sont répertoriées dans le tableau 17 de Iannexe « 1.12Parameétres d’acquisition des spectres
RPE pour 1’¢laboration des courbes de réponse en dose UV ». Enfin, les résultats concernant
I’évolution du signal UV-induit avec la durée d’exposition sont présentés dans le tableau 16 et

la figure 117

Tableau 16: Mode¢le théorique représentant 1'évolution du signal UVIS 5 avec le temps d'exposition aux UVA

selon le mode de traitement spectral (manuel ou automatique).

t

-(3)
Modéle: f(t)=a(l—exp ”)+c avec ¢ le temps d’exposition aux UVA

Traitement et f'(¢) "amplitude pic a pic du signal UVIS 5
a b c R’
Manuel 1 1.032+0.271 15693 +11.181 0.923+0.188 0.786
Manuel 2 1.241+0.313  17.515+11.997 0.979 +0.204 0.812
Automatique 0.889 £ 0.082 17.687 £4.428  0.984 £0.053 0.973
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Figure 117 : Evolution de 1’amplitude pic a pic du signal UV-induit stable, 'UVIS 5, avec la durée d’exposition
aux UVA artificiels. a) et b) Traitements manuels via ’interface graphique du logiciel XEPR de Bruker.
c¢) Traitement automatique via 1’outil numérique développé au cours de ce travail de thése. Les amplitudes ont
été normalisées par celles du signal endogéne.

L’amplitude pic a pic du signal UVIS 5 augmente avec le temps d’exposition aux
rayonnements UVA comme nous |’avions montré dans la partie « 2.2.7 L’impact du
rayonnement UV sur le signal endogéne BKS ». Nous remarquons également que les
incertitudes relatives de mesure sont significativement plus importantes lors du traitement
manuel (environ 15 % pour les deux opérateurs) qu’avec 1’outil numérique (environ 7 %). En
effet, le spectre RPE résultant d’une unique acquisition est trés bruité ce qui complique
I’extraction manuelle de I’amplitude du signal. Ainsi, le processus de débruitage implémenté
dans I’outil numérique permet d’atténuer considérablement le bruit et donc les incertitudes de
mesures associées aux variables d’intérét. Sans ce processus, il faudrait réaliser davantage
d’acquisitions d’un méme échantillon pour améliorer le rapport signal sur bruit. Cela
augmenterait également considérablement la durée nécessaire a 1’élaboration de ces courbes

de réponse en temps d’exposition UVA. De plus, le modele théorique de type

(5

f(t)=a(l—exp ®)+c reproduit fidélement P’allure de I’évolution de I’amplitude du
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signal UVIS 5 avec le temps d’exposition aux rayonnements UVA. Le coefficient de
détermination R’ qui permet une estimation de la qualité du modéle théorique a reproduire les
données expérimentales est estimé a 0,786 et 0,812 pour les traitements manuels contre 0,973
pour le traitement automatisé. En ce sens, le traitement automatique est plus performant que le

traitement manuel des spectres RPE.

Enfin, la transformation des données discrétes en fonctions polynomiales (polynomes
de Tchebychev) permet une estimation objective de ces variables. Au bilan, il est possible
d’harmoniser les résultats. L’analyse globale de I’ensemble des spectres RPE est réalisée en
seulement quelques minutes (environ 5 minutes a I’aide d’un ordinateur portable quelconque)
et ne nécessite qu’une seule et unique acquisition spectrale. Comme nous 1’avons souligné
dans la partie précédente (« 4.2 Evaluation de la pertinence du protocole numérique »), ce
protocole numérique permet un gain de temps non négligeable pour I’opérateur mais

¢galement une harmonisation des résultats.

L’exemple traité dans cette partie a permis d’illustrer I’utilit¢ du protocole de
traitement numérique des spectres RPE dans le cadre de la dosimétrie des rayonnements
ionisants. L’avantage majeur de ce protocole par rapport a un traitement manuel ou
d’algorithmes faits maison repose sur I’utilisation des polyndmes de Tchebychev qui
permettent de générer une seule et unique fonction polynomiale a partir de données discretes.
L’analyse de telles fonctions est élémentaire et surtout non-opérateur dépendante. On pourrait
imaginer un partage de cet outil a I’échelle nationale afin d’harmoniser les résultats d’analyses
dosimétriques RPE. Les études d’inter-comparaison en dosimétrie ne seraient plus affectées

par I’analyse des données mais seulement par les mesures expérimentales.
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S Conclusions et perspectives

L’objectif de ce chapitre était de présenter une nouvelle approche, a la fois plus rapide,
plus fiable et non-opérateur dépendante, pour traiter les spectres RPE, notamment dans le

cadre de la dosimétrie des rayonnements ionisants.

La premicre étape consistait a passer d’une représentation discrete des spectres RPE a
une représentation continue. Pour ce faire, nous avons montré que 1’outil Chebfun permet de
représenter un ensemble de données discretes par une unique fonction polynomiale si
I’échantillonnage a ¢été effectué sur les nceuds de Tchebychev. En régle générale,
I’échantillonnage étant uniforme, il est possible de générer ces fonctions soit a I’aide du
« Relativistic Sampling Principle » [Le Du, 2018], soit de 1’algorithme d’Hormann-Floater
[Floater & Hormann, 2007]. Il est plus avantageux de travailler sur des fonctions
mathématiques plutot que sur des données discrétes car leur manipulation (dérivation,
intégration, détermination d’extréma...) est a la fois simple, rapide et ne dépend aucunement
de I’opérateur. De plus, 1’utilisation des polynomes de Tchebychev ne nécessite que quelques
centaines de points échantillonnés pour représenter de maniére robuste le spectre RPE
expérimental. Afin d’avoir un spectre expérimental de qualité similaire, il serait nécessaire de
réaliser une acquisition spectrale de plusieurs milliers de points. Or, en réduisant ce paramétre

en routine, la durée nécessaire aux acquisitions spectrales est amoindrie.

La seconde étape consistait a étudier et comprendre 1’origine du bruit généré par le
spectrometre  RPE. Nous avons montré que théoriquement, si le bruit RPE était
principalement dii au comptage des photons par le détecteur synchrone, alors la variable
aléatoire Y, qui représente le nombre de photons détectés lors d’une expérience de

spectroscopie RPE devrait suivre une densité de probabilité binomiale Y, -3 (n,p)

approximable par une loi normale de type Poisson Y, — N(np, N np)) (pour rappel, n est le
nombre de photons, et p la probabilit¢ qu’ils soient détectés). Nous avons montré

expérimentalement que les mesures brutes en spectroscopie RPE suivent une densité de
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probabilité normale N(uw,\{o-u+p)) différente de celle attendue. Il semblerait qu’il y ait
une source de bruit supplémentaire, a fortiori généré par les composants électroniques (diode,
interférences électriques) ou bien par 1’environnement. A 1’heure actuelle, nous ne sommes
pas en mesure d’expliquer l’origine de ce phénomeéne, toutefois on remarque que le
coefficient multiplicatif a agit comme un gain sur les mesures RPE effectuées. Concernant le
coefficient S, il pourrait s’agir d’une correction automatique de la ligne de base. Toutefois,
nous avons €galement montré une méthode simple et rapide pour extraire les composantes
(1,0) du bruit généré par le spectrometre basé sur le principe ergodique : il suffit d’isoler une
zone plate et bruitée du spectre expérimental et de calculer la moyenne des ordonnées et
I’écart-type associé. Ce résultat a permis d’¢laborer et de valider trois techniques de

débruitage.

La troisiéme étape a consisté a programmer, optimiser et automatiser trois techniques
de débruitage : deux conventionnelles, le filtre linéaire passe-bas et le lissage polynomial, et
une originale basée sur la réduction du degré polynomial des polyndmes de Tchebychev.
Apres avoir développé et automatisé ces techniques, un comparatif des méthodes a été réalisé
sur des spectres RPE bruités avec différents rapports « signal sur bruit ». Dans notre cas
particulier en dosimétrie RPE, le filtrage linéaire passe-bas s’est révélé le plus efficace. 1l est
possible d’extraire ’intensité d’un signal, la largeur d’une raie ou une amplitude pic a pic a
5% pres du modele théorique des lors que le rapport signal sur bruit est supérieur a 1,3.
D’autres méthodes telles que le débruitage par ondelettes par exemple n’ont pas été
développées et constituent d’intéressantes perspectives pour éventuellement améliorer le
protocole présenté. Il serait également intéressant de poursuivre 1’étude sur le débruitage par
les polynomes de Tchebychev car certaines pistes n’ont pas pu étre explorées dans le temps

imparti.

Enfin, la quatrieme et derni¢re étape consistait a proposer une nouvelle approche de
traitement numérique des spectres RPE afin d’extraire rapidement les variables nécessaires a
I’¢laboration de courbes de réponse en dose et ce, de manieére non-opérateur dépendante. Nous
avons montré qu’il est possible d’obtenir les intensités spectrales qui, en régle générale, ne

sont pas calculées par faute de temps. Cet outil devrait permettre un gain de temps précieux
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aux dosimétristes RPE. Un exemple concret a également été traité pour montrer 1’utilité¢ du
protocole de traitement numérique des spectres RPE dans le cadre de la dosimétrie des
rayonnements ionisants. Le fruit de ce travail de thése verra sans doute une application directe
a ’'IRSN dans le cadre de la dosimétrie en criticit¢ pour estimer les doses neutrons en
spectroscopie RPE. Les spectres RPE d’alanine pour de faibles doses (quelques mGy) sont
trés bruités et les résultats dosimétriques doivent rapidement étre obtenus. D’une part, les
méthodes de débruitage permettront d’extraire les signaux radio-induits de ces spectres.
D’autre part, les traitements des données seront automatisés en utilisant le protocole basé sur
les polyndmes de Tchebychev afin de fiabiliser les résultats. Le gain de temps sera également
considérable puisque les spectres RPE pourront étre acquis avec un nombre de points

échantillonnés plus faible et un nombre d’acquisitions également moins important.

Dans le cas d’un accident radiologique de grande ampleur qui générerait un grand
nombre de victimes, il est tout a fait possible d’envisager une collaboration exceptionnelle
nationale a 1’aide du réseau de spectroscopie RPE francaise, I’ARPE. Chaque laboratoire doté
de spectrometres RPE recevrait un ensemble d’échantillons (ongles, émail dentaire, os) a
mesurer selon les recommandations de ’IRSN et le traitement des données serait automatisé a
I’aide du protocole numérique développé au cours de ce travail de thése. Cela permettrait
d’harmoniser les résultats dosimétriques obtenus. La parallélisation des mesures et la
réduction du nombre de points échantillonnés et d’acquisition spectrale permettrait un gain de
temps considérable. En effet, rappelons que dans ce type d’accidents, tout 1’enjeu réside dans
la détermination des doses recues par les victimes le plus rapidement et le plus fiable possible

afin qu’elles regoivent le traitement médical le plus adapté.

Enfin, concernant I’élaboration d’une base de donnée universelle ou seraient stockés
les spectres RPE de différents systémes paramagnétiques, il est également important de
souligner que I'utilisation des polyndmes de Tchebychev s’avérera pratique. En effet, il est
plus commode de stocker des fonctions plutot que des ensembles de données discrétes
notamment en raison de leurs tailles allouées. De plus, la comparaison des fonctions entre
elles permettra 1’identification des spectres RPE obtenus expérimentalement. Ce projet

exploratoire est actuellement mené en collaboration avec I’'IRCP de Chimie ParisTech.
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V9. Conclusion ﬂe’ném/e
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Le travail de theése qui a été présenté ici s’inscrit dans le cadre de la gestion de
situations d’urgence liées a une exposition fortuite et localisée aux extrémités (mains, pieds) a
des rayonnements ionisants. Lorsqu’un accident de ce type survient, la difficulté réside dans
I’estimation des doses de rayonnements ionisants avant I’apparition des premiers signes
cliniques afin de mettre en ceuvre les stratégies thérapeutiques les mieux adaptées aux
victimes. A ce titre, la dosimétrie par spectroscopie RPE s’avére étre une technique efficace et
a déja fait ses preuves a maintes reprises. En effet, la dosimétrie RPE sur les os est reconnue
comme |'une des principales techniques de dosimétrie accidentelle rétrospective mais son
caractére invasif (amputation) constitue une véritable limite concernant son utilisation
systématique. Les ongles constituent ainsi une alternative trés intéressante. D’une part, ce
matériau a la faculté de conserver une information dosimétrique stable et ce, sur plusieurs
mois. D’autre part, ils sont facilement récupérables et 1’utilisation de la RPE en bande Q ne
nécessite seulement que quelques milligrammes d’échantillons. Il est alors envisageable
d’obtenir une cartographie de la dose aux extrémités de la victime, car chaque petit
prélevement réalisé sur chaque doigt peut étre analysé séparément. En ce sens, de récents
travaux ont permis d’estimer les fortes doses regues par plusieurs victimes d’accidents

radiologiques [Trompier et al., 2014, Romanyukha et al., 2014].

L’analyse des spectres RPE d’un ongle irradié reste néanmoins une tache relativement
complexe a réaliser. En effet, plusieurs signaux de diverses origines (endogenes, stress
mécanique, irradiation) se superposent les uns aux autres. Par chance, la plupart de ces
signaux sont instables et sont facilement ¢éliminables par traitement chimique. Apres leur
¢limination totale, seuls le signal endogéne (BKS) et le signal radio-induit stable (RIS J5)
persistent. Toutefois, le probléme réside dans le fait que ces signaux possedent les mémes
caractéristiques spectrales et qu’ils sont indiscernables 1’'un de D’autre. S’il a été possible
d’¢laborer un protocole de dosimétrie pour les fortes doses (>10Gy), aucun ne permet une
estimation correcte des plus faibles (<10Gy). De plus, les délais d’expertise du protocole
d’estimation des fortes doses sont trop importantes ce qui ne permet pas une applicabilité au
tri de population dans le cas d’un accident radiologique de grande ampleur. Ainsi, dans
I’optique de répondre a ces besoins, il a été nécessaire de mener une investigation concernant

’origine et les parameétres influant sur ces différents signaux.
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Dans un premier temps, nous avons donc mené une étude compléte sur les signaux
endogenes et radio-induits. Nous avons montré par I’intermédiaire de simulations spectrales et
différents traitements chimiques (traitements acido-basiques, oxydation et réduction) que le
signal endogéne BKS et les signaux radio-induits RIS 2 et RIS 5 avaient pour origine des
radicaux o-semiquinones anioniques. Cette hypothese avait déja été avancée par le passé mais
le mécanisme réactionnel faisait intervenir la mélanine. Or, les ongles en sont dépourvus (sauf
dans de rares cas de pathologie) et elle avait été longtemps écartée. Toutefois, nous avons
montré que ces radicaux semiquinones sont trés probablement formés lors de la genese de
I’ongle (BKS) ou a partir des molécules de type quinones (DOPA) par interaction des
rayonnements avec la matiére. Concernant leur origine, ces molécules DOPA proviennent soit
de ’oxydation partielle de la tyrosine qui est un acide aminé naturellement présent dans les
ongles, soit de son interaction avec des rayonnements ionisants de type y ou X. Le mécanisme

réactionnel mis en avant est donc cohérent et la mélanine n’intervient pas.

Nous avons également mis en évidence le réle de 1’exposition aux rayonnements UV
dans la création de radicaux libres dans les ongles. En ce sens, deux signaux induits par
irradiation UVA ont été caractérisés, I’'un trés intense mais instable, I’UVIS 2, et ’autre de
faible intensité mais stable, ’UVIS 5. Ce dernier n’avait jamais été identifi¢ auparavant et, a
I’instar du signal radio-induit stable RIS 5, son intensité augmente puis sature avec la dose de
rayonnement UV. Nous avons ainsi montré une certaine analogie entre ces signaux UV-
induits et ceux induits par les rayonnements ionisants notamment dans le comportement avec

la dose absorbée ainsi que leurs stabilités respectives.

I1 a été rappelé que les ongles sont principalement constitués de kératine et de lipides,
mais également d’un certain nombre d’ions chargés positivement tels que I’AI’", le Ca*" et le
Mg**. Ces derniers permettent de stabiliser une partie des radicaux o-semiquinones
anioniques, qu’ils soient endogénes ou induits par interaction rayonnement matiére, en
rétablissant 1’¢lectro-neutralité locale. Ainsi, seuls les radicaux stabilisés par interaction
coulombienne seront observables en spectroscopie RPE apres traitement chimique. Selon le
mécanisme de formation, on distinguera le signal endogene BKS et les signaux UV et radio-

induits, respectivement I’UVIS 5 et le RIS 5. On distingue également leurs homologues non
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stabilisés par interaction dipolaire, a savoir le signal endogeéne obtenu apres traitement
oxydatif et les signaux UV et radio-induits UVIS 2 et RIS 2. La quantité de cations qui
stabilisent les radicaux o-semiquinones anioniques €tant limitée dans les ongles, on comprend
alors le phénoméne de saturation des signaux UV et radio-induits stables UVIS 5 et RIS 5 avec

la dose absorbée.

Dans un souci d’extraction de I’information dosimétrique stable dans les ongles, nous
avons €galement mené une étude sur la variabilité¢ des signaux endogenes et radio-induits.
Nous avons montré que la différence en intensité du signal endogéne pouvait atteindre 350 %
entre deux personnes différentes. L’intensité du signal endogéne BKS peut également varier
pour un méme individu selon I’extrémité prélevée (mains, pieds) a hauteur de 51 % et tout au
long de I’année avec une dispersion relative maximale constatée de 18 %. Ces résultats
montrent que toute approche générique qui consisterait a soustraire un signal endogéne moyen
au signal RPE global constitu¢ du BKS, de 'UVIS 5 et du RIS 5 pour extraire I’information
dosimétrique n’est pas envisageable. Le signal UV-induit stable, I’UVIS 3, participe pour sir
a ces variabilités en intensité du signal endogene. L’identification et la caractérisation de ce
signal UV-induit constitue un des résultats majeurs de ce travail. Concernant les signaux
radio-induits, nous avons montré que la radio-sensibilité¢ pour un méme individu semble étre
similaire pour les ongles de mains et de pieds avec une légere différence de 8 %.
L’explication la plus probable pour expliquer cette observation est que la concentration en
molécules DOPA intrinséques aux ongles varie d’un échantillon a 1’autre. Plus leur quantité
sera importante, plus il sera possible de générer des radicaux semiquinones radio-induits, et
plus I’intensité spectrale du RIS 2 sera importante. Nous avons également étudié la variabilité
du RIS 2 inter-individu. Cette radio-sensibilité ne différe qu’a hauteur de 10 % entre les
individus ce qui est relativement faible. Toutefois, pour une méme dose de rayonnements
ionisants, la différence en intensité spectrale du RIS 2 peut atteindre 47 % rendant toute
courbe de réponse en dose universelle inenvisageable. Le point positif a retenir est qu’il est
possible de réaliser des courbes de réponse en dose individu-spécifique, en utilisant les ongles
de mains ou de pieds et de les utiliser de maniére conventionnelle pour 1’estimation des doses

(a chaque intensité du RIS 2 correspond une unique dose de rayonnements ionisants).
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Concernant la problématique des faibles doses, certaines pistes ont été proposées pour
discriminer les individus sains de ceux irradiés. La premiére se base sur le comportement du
signal radio-induit stable RIS 5 avec la puissance du rayonnement micro-onde. Nous avons
remarqué que plus I’échantillon a été irradi€, plus les temps de relaxation des radicaux radio-
induits sont faibles. Il est ainsi envisageable de discriminer les individus sains de ceux irradiés
en comparant, par exemple, les aires sous les courbes de saturation en puissance micro-onde.
Nous pourrions également simuler un modele mathématique représentant 1’évolution du
signal endogéne avec la puissance du rayonnement micro-onde et faire de méme avec les
signaux radio-induits RIS 5 pour différentes doses. Il suffirait alors de comparer les
coefficients de pondération pour voir quel modele représente le mieux la courbe
expérimentale. Cette approche constitue une perspective qui se doit d’étre étudiée car les

résultats obtenus sont trés prometteurs.

La seconde approche, plutdt originale, consiste a régénérer, a I’aide d’un traitement
chimique oxydatif, le signal dosimétrique RIS 2 apres son élimination totale ou partielle. Il est
fondamental de poursuivre les investigations car, bien que les résultats obtenus soient
prometteurs, nous ne sommes pas actuellement en mesure de le régénérer de manicre
systématique. Si nous parvenons a faire repousser sélectivement ce signal radio-induit par un
tel traitement chimique, nous disposerions d’un protocole extrémement efficace. Rappelons
que le protocole d’estimation des fortes doses développé en 2007 par I’IRSN repose sur
I’estimation des doses de saturation du signal radio-induit stable RIS 5. Or, si I’individu a recu
une dose supérieure a celle de saturation, la méthode des ajouts dosés ne permettra pas son
estimation. Pour remédier a ce probléme, 1’approche suivante est a considérer. Dans un
premier temps, il faudrait estimer 1’intensité du signal endogene (ongles provenant de la main
non-irradiée par exemple), puis réaliser quelques ajouts dosés pour établir la relation linéaire
(spécifique a I’individu) qui relie I’intensité du RIS 2 a la dose absorbée. Ainsi, la
régénération du RIS 2 mesuré dans les ongles de la main irradiée nous permettrait d’estimer
ces doses de maniere conventionnelle (utilisation de la courbe de réponse en dose) ce qui
représenterait un avantage considérable. De plus, une telle approche permettrait également
une estimation des faibles doses (entre 0 et 10 Gy) Dans cette gamme de dose, le RIS 2 est du

méme ordre de grandeur que le BKS. L’approche qui est envisagée et qui constitue une

237



Conclusion générale

perspective de ce travail est la discrimination des deux signaux par leur comportement vis-a-
vis de la puissance du rayonnement micro-onde car le RIS 2 et le BKS ne présentent pas le
méme comportement. Si nous parvenons a régénérer de maniere systématique et fiable le RIS
2 apres son ¢limination totale, il sera alors possible de discriminer, au moins qualitativement,
un individu sain d’un individu irradié pour des doses de 0 a 10 Gy. Toutefois, les délais des
expertises étant relativement longs, il ne sera pas possible d’utiliser un tel protocole pour une

applicabilité au tri de population dans le cas d’un accident radiologique de grande ampleur.

Au cours d’une collaboration avec I'IRCP de Chimie Paris-Tech, nous avons
¢galement souligné le caractére opérateur-dépendant des pratiques d’analyses des spectres
RPE. En ce sens, le traitement et le maniement de données discrétes constituent une véritable
source de variabilité inter-opérateur (erreur humaine, subjectivit¢ de 1’analyse). De plus,
I’extraction de données d’intérét en spectroscopie RPE (amplitudes, largeurs, intensités,
parameétres spectraux) se fait généralement manuellement via 1’interface graphique du
spectrometre. Inévitablement, on assiste a une variabilité inter-opérateur des résultats obtenus
qui n’est évidemment pas souhaitable en dosimétrie. Aussi, dans un souci d’harmonisation
des résultats dans un méme laboratoire et, idéalement, & une échelle plus importante, nous
avons propos¢ une nouvelle approche pour traiter de manieére univoque les spectres RPE
(ongles, dents, os, verres...). Cette approche repose sur la transformation de données discretes
sous forme continue en utilisant une approche mathématique, les polynomes de Tchebychev,
implémentée sous Matlab (outil Chebfun). 1l est ainsi possible de représenter de maniere
fiable et robuste tout type de spectre RPE sous forme continue. De plus, nous avons montré
que ce type de traitement numérique permet d’obtenir bien plus rapidement et aussi bien, si ce
n’est mieux, les résultats qu’on aurait obtenu de mani¢re conventionnelle, c’est-a-dire

manuellement.

En régle générale, les spectres RPE des ongles aprés traitement chimique (nécessaire
pour isoler les composantes stables) sont tres bruités. Le bruit généré par le spectrométre RPE
constitue dés lors une source de confusion pour I’opérateur. Aussi, afin de s’en affranchir
autant que possible, la premiére étape a donc naturellement été de mener une étude a la fois

théorique et expérimentale pour le caractériser. Un moyen couramment utilisé en routine pour
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augmenter le rapport signal sur bruit des spectres RPE est d’acquérir un ensemble de spectres
RPE d’un méme échantillon pour obtenir un spectre lissé¢ (ou moyenné). Toutefois, le temps
est un parameétre crucial en dosimétrie RPE et nous avons proposé une nouvelle approche afin
de réduire les délais des expertises. Notre protocole numérique repose sur une méthode de
débruitage simple, efficace et rapide que nous avons intégré sous forme de routines Matlab. Il
s’agit d’un filtre passe-bas que nous avons développé et qui repére la fréquence de coupure la
plus optimale et ce, de maniére objective. On s’affranchit ainsi de la sensibilité¢ de I’opérateur
et donc de toute variabilité inter-individu. D’autres techniques de débruitage ont ¢galement
été testées telles que le lissage polynomial et la réduction du degré des polynomes des

Tchebychev mais elles se sont avérées moins efficaces au cours de cette étude.

Un des résultats majeurs de cette theése est le développement et la validation de ce
protocole de traitement numérique des spectres RPE quels qu’ils soient. Si I’utilisation de la
dosimétrie RPE sur les ongles des victimes ne semble pas pertinente pour le tri de population,
elle I’est en revanche concernant les mini-prélévements d’émail dentaire mesurés en bande Q.
A ce titre, les limites de détection en dose sont de ’ordre de quelques centaines de mGy.
Ainsi, le protocole que nous avons développé en collaboration avec I'IRCP de Chimie Paris-
Tech permettra de réduire les délais d’expertises dans de tels scénarios. D une part, il ne sera
plus nécessaire de réaliser un important nombre d’acquisitions spectrales car nous pouvons
débruiter les spectres RPE de maniére fiable, robuste et rapide. Il s’agit donc d’un gain de
temps sur les mesures. D’autre part, le traitement automatique et non-opérateur dépendant des
spectres RPE permettra ¢galement de réduire les durées nécessaires a I’extraction des
variables d’intérét. Les doses recues par les victimes seront donc plus rapides a obtenir et plus

fiables que celles obtenues de maniere conventionnelle, ¢’est-a-dire manuellement.

Enfin, I’utilisation des polynomes de Tchebychev pour représenter les spectres RPE
sous forme continue est intéressante pour élaborer une base de données universelle. A chaque
entit¢ paramagnétique correspondrait son équation mathématique. Ces bases de données
seraient mises en ligne, et il serait alors possible d’interroger le serveur pour identifier et
caractériser la nature du radical responsable du spectre expérimental. Ce projet exploratoire

est actuellement mené en collaboration avec I’IRCP de Chimie ParisTech.
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Annexes

1.1 Les effets des radiations sur les matériaux

L’objectif de cette section est de rappeler les bases des interactions rayonnement-
matiere de maniere non exhaustive afin de sensibiliser le lecteur au domaine de la

radioprotection.
1.1.1 Les processus physiques d’interaction rayonnement-matiére

Les rayonnements peuvent étre classés en deux catégories selon leur nature et la
manicre dont ils réagissent avec la matiere. On oppose ainsi les rayonnements ionisants
(comme les rayons X) aux non ionisants (comme la lumiére visible). En ce qui concernent les

rayonnements ionisants, on distingue la encore deux groupes :

* Les particules chargées telles que les électrons, les positrons, les alpha (noyaux

d’hélium), les protons et les ions lourds qui sont directement ionisantes ;

* Les particules non chargées telles que les neutrons et les photons (rayons y et X) qui
sont indirectement ionisantes. Les rayons y sont émis lors de la désintégration de
noyaux radioactifs alors que les rayons X sont générés soit par des transitions
¢lectroniques, soit lors du ralentissement des €lectrons dans la matiére (rayonnement

de Bremsstrahlung).

La plupart des accidents radiologiques font intervenir des rayonnements indirectement
ionisants, principalement des rayons gamma ou X [Coeytaux et al., 2015]. Seules les

interactions de ceux-ci avec la matiere seront donc précisées ici.
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Lorsqu’un faisceau de rayons X ou y pénétre dans un milieu matériel, on constate une
diminution progressive de son intensité tout au long de son parcours. Ce phénomene
d’atténuation du faisceau a pour origine ’interaction des photons avec la matiére et plus
particuliérement avec les €lectrons qui la constituent. L’énergie du photon incident peut-&tre
soit partiellement, soit totalement absorbée par un des électrons du cortege qui acquiert en
conséquence de I’énergie lui permettant de se mouvoir. L’énergie cinétique acquise par
I’¢électron se dissipe ensuite dans le milieu matériel en provoquant des ionisations selon des
mécanismes de collision ou de freinage avec les particules élémentaires de I’environnement.
Ce transfert d’énergie des ¢électrons mis en mouvement vers le milieu matériel est responsable

des conséquences radio-induites constatées dans les matériaux irradiés.

Les photons peuvent donc interagir directement avec les €lectrons, et plus rarement
avec les noyaux. On distingue ainsi 2 principaux processus d’interaction principaux avec les

¢lectrons et 2 avec les noyaux résumés succinctement ci-dessous :

* L’effet Compton : le photon interagit avec un électron faiblement li¢ au noyau.
L’électron est alors mis en mouvement par ce processus d’échange d’énergie, et le

photon diffuse avec une énergie plus faible ;

» L’effet photoélectrique : le photon est entierement absorbé par un électron fortement
li¢ au noyau. L’électron est alors éjecté avec une énergie cinétique égale a la
différence entre 1’énergie du photon incident et I’énergie de liaison de I’¢lectron dans

I’atome ;

* La diffusion simple : le photon incident est simplement absorbé par le noyau puis est

réémis avec la méme énergie dans une direction aléatoire ;

* L’effet de matérialisation : le photon s’annihile lorsqu’il pénétre dans le champ
coulombien du noyau et donne naissance a une paire de particules chargées, 1’électron
(e) et le positron (e¢') de méme masse mais de charge opposée. Ce processus ne se

forme qu’au-dela d’une énergie de 1,022 MeV.
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Les effets des radiations sur la matiére biologique sont les résultats finaux d’une
succession de réactions physico-chimiques déclenchées par ces ionisations initiales et qui

conduisent a des dommages considérables aux molécules indispensables a la vie.
1.1.2  Les processus chimiques d’interaction rayonnement-matiere

Les milieux biologiques sont principalement constitué¢s d’atomes dont le numéro
atomique est faible (carbone, azote, oxygene...). Ainsi, les interactions des photons avec la
matiere organique résultent principalement des phénomenes de collisions avec les électrons.
Selon 1’énergie du rayonnement incident qui est transmise a 1’électron, la molécule sera soit
ionisée, soit excitée, ou bien verra sa température augmenter. Notons que cette derniére est
sans conséquence ¢tant donné qu’il faudrait délivrer une dose tres élevée, environ 10 000 Gy,
pour que 1’¢lévation de température soit telle qu’il y ait des conséquences sur la biochimie

cellulaire du systéme biologique.

On distingue 2 types d’actions du rayonnement ionisant avec le milieu organique.
D’une part, une action directe sur les molécules qui constituent la cellule (protéines, lipides,
sucres et acides nucléiques), provoquant des lésions radio-induites au niveau de celles-ci.
D’autre part, une action indirecte due aux interactions des produits de la radiolyse de I’eau

avec le milieu.

Nous avons vu précédemment qu’un transfert énergétique du flux photonique vers le milieu
matériel pouvait s’opérer par I’intermédiaire d’électrons mis en mouvement. Les molécules
ainsi excitées et ionisées présentent un surplus d’énergie et deviennent instables. Cet excédent
d’énergie peut étre expulsé soit via un mécanisme d’émission de photons suivi d’un retour a
I’état initial (phénomene de fluorescence), soit via une rupture d’une liaison covalente qui
engendre la scission de la molécule en deux radicaux. Il est plus probable que la molécule se
scinde aprés une ionisation qu’apres une excitation car la quantité¢ d’énergie mise en jeu est
plus grande dans le 1* cas. La rupture ne nécessite pas forcément que 1’événement initial ait
porté sur un électron de cette liaison. En effet, I’énergie absorbée peut migrer au sein de la

molécule et la rupture se produit souvent au niveau de la liaison la plus faible.
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1.2 Le traitement des victimes irradiées

Selon le type d’accident radiologique, I’équipe médicale prendra en charge la victime
de différentes maniéres [Bertho et al., 2006, de Revel et al., 2005, Hérodin et al., 2003, Lazard
et al.,, 1967]. La réponse médicale ne sera pas la méme selon qu’il s’agit d’une irradiation
externe globale du corps entier, externe localisée sur un organe ou d’une contamination

interne par un radionucléide. D’un point de vue médical, trois cas de figure existent :

* Le syndrome aigu d’irradiation: la victime est transportée dans un centre médical

d’hématologie (risque d’aplasie au niveau de la moelle osseuse qui est radiosensible) ;

 Les brhlures localisées : la victime est internée pendant une période relativement longue

dans un centre dédié aux grands brilés ;

* La contamination interne : la victime doit étre décontaminée trés rapidement.

La nature de I’irradiation doit impérativement étre prise en compte afin d’établir un
diagnostic médical robuste pour traiter efficacement la victime. Le domaine qui nous intéresse
ici concerne les irradiations localisées dans le cas des accidents radiologiques localisés au
niveau des mains. Ce type d’irradiation se traduit par I’apparition de brilures semblables a
celles thermiques. Cependant, 1’évolution de ce type de brhlures différe par rapports aux
thermiques. Contrairement a une brilure thermique qui est bien définie dans le volume et qui
n’évoluera que dans sa zone d’impact, la brilure radiologique quant a elle va évoluer sur
plusieurs mois voire quelques années en se manifestant par des vagues successives
inflammatoires hyperalgiques. Une des conséquences d’une irradiation localisée sévere, est la

nécrose des tissus irradiés a la fois en surface et en profondeur.

D’un point de vue thérapeutique pour les cas d’irradiation sévéres, la technique
classique d’exéreése des tissus irradiés reste peu efficace. En effet, aprés avoir retiré
chirurgicalement les parties nécrosées et avoir eu recours aux techniques d’autogreffe de

peau, le processus morbide auto-entretenu est trés compliqué a éradiquer et perdure tres
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longtemps. A contrario, les thérapies cellulaires, e.g, les greffes de cellules souches
mésenchymateuses, offrent des résultats trés prometteurs et il y a fort a parier que, d’ici
quelques années, certains cas séveres d’irradiations localisées pourront étre traités via ce

processus.

1.3 L’interaction hyperfine

Les nucléons possédent également un moment cinétique orbital I 1ié a leur
mouvement (noté / = 0, 1, 2, ...) et un moment cinétique de spin S (s = 1/2). Le spin
nucléaire du noyau, noté /7, résulte de la somme des moments cinétiques de tous ses nucléons.
D¢és lors, deux cas de figures apparaissent : si le nombre de nucléons est pair alors 7 est nul ou

I € N ; s’1l est impair, I’état fondamental est paramagnétique avec / € N /2.

Lorsque le noyau est paramagnétique, son moment magnétique s’écrit u = gv f N 1

avec gy qui dépend du nombre de protons et de neutrons, et le magnéton de Bohr

_eh
ﬁN_4nmp

ou m, est la masse du proton. En choisissant arbitrairement / dans la direction

z, on a I, qui peut prendre 1’'une des (21 + 1) valeurs M; = —1, ..., +1.

Dans un atome libre, toutes les directions sont équivalentes et le moment magnétique
résultant est isotrope. L’interaction hyperfine entre les électrons non-appariés et le noyau de

spin I est elle-aussi isotrope. Son Hamiltonien s’écrit :

H =AS.I Avec A la constante hyperfine. (37)

hyperfin
Afin d’expliciter ce phénomeéne, nous allons voir ici le cas simple du systéme isotrope.

Le régime isotrope

Dans le cas de solutions fluides par exemple, les molécules paramagnétiques suivent
un mouvement brownien de rotation et s’orientent de maniére aléatoire et équiprobable face
au champ magnétique. Il en résulte ainsi un phénomeéne de moyennage qui tend a faire

disparaitre du spectre RPE les effets d’anisotropie. Par conséquent, le moment magnétique
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¢électronique et I’interaction hyperfine avec les noyaux sont décrits par les relations suivantes
ou les nombres g et 4 sont des valeurs moyennes notées gis, et Ay :
U==0,,P S
Hyperin=AoS - T

Dans les radicaux libres, 1’électron non-apparié occupe une orbitale moléculaire

(38)

délocalisée sur plusieurs atomes et il peut interagir avec différents noyaux paramagnétiques
comme 1’hydrogeéne (H), le carbone (C) ou bien I’azote (N). Ces interactions créent une
structure hyperfine bien caractéristique et visible sur le spectre RPE. Elle est déterminée par la
distribution de la population de spin sur les différents atomes de la molécule et constitue une

véritable signature spectroscopique du radical.

Considérons maintenant un centre paramagnétique de spin S placé dans un champ

magnétique B. En régime isotrope, I’interaction de ses €lectrons non-appariés avec B s’écrit

g.,BB.S .Nous supposons que ces ¢lectrons interagissent aussi avec un noyau de moment

gyByI de sorte que I’Hamiltonien résultant des interactions auxquelles est soumis le
systéme paramagnétique s’écrit :

H=g,pB.S+A,S.T (39)
Il existe également un terme —g,fyB.I di a Dinteraction entre le moment du
noyau et le champ, mais étant donné la faible valeur du magnéton de Bohr nucléaire, il est

négligé quand on s’intéresse au spectre RPE.

Considérons un repére orthonormé (x, y, z) tel que z soit paralléle a B .

H:gisoﬁBSz+Aiso(SxIx+Sny+SzIz) (40)
L’expression 40 peut étre simplifiée en :

H:gisoBBSz-'-AisoSzIz (41)
Les valeurs possibles pour S. étant M, = -S, -S + [, ..., +S et celles de L étant M; = -1, - + 1,
..., T1. Les valeurs possibles des états énergétiques sont de la forme suivante :
E(MsxMI):gisoBBMs+AisoMsMI (42)
Il existe donc (28 + 1) (21 + 1) niveaux d’énergie. Or, il existe une regle de sélection qui

stipule que AMs = 0 et AM;, = = [ pour qu’il y ait une transition entre deux niveaux

266



Annexes
énergétiques distincts. Ainsi, les transitions du niveau énergétique
E(MsM))=g:i.fBMs+Ai,MsM; ne peuvent avoir lieu que vers deux niveaux :

E(MS+1’ MI):gisoBB(Ms+ 1)+Aiso(Ms+1)MI

43)
E(Ms_]-:MI):gisoBB(Ms_1>+Aiso(Ms_1)MI (
_“—/7\_ my = +1
_ ! " | %
— = 0
| y
E 7 S
AE=g.B.B i @ @ @
i h 4 m; =-1
i %
: ﬁ i A4 my =0
— z
S 2 \|/
h 2 my = +1

Figure 118 Schéma récapitulatif de 1’interaction hyperfine dans le cas simple d’un régime isotrope et d’un
systéme paramagnétique de spin électronique S=1/2 et nucléaire /=1/2 ou I=1. Les transitions énergétiques

possibles, i.e qui satisfont les conditions de transition énergétiques AMs = 0 et AM; = £ I, sont notées 1, 2 et 3.

Les deux transitions ont la méme énergie AE = gi,, B B + Aiso M; et les champs de résonance

sont donnés par :

A
B(M,)=B,——=M, avec B,= hv
gl’so[3 gisoB

Le spectre comporte donc autant de raies de résonance que de valeurs de M; soit (21 + 1) et la

(44)

iso

séparation de ces raies est égale a . L’interaction hyperfine crée donc un motif de

(21+1) raies équidistantes et centrées en By. Tout comme le facteur g, la constante de couplage
hyperfine peut elle aussi étre anisotrope et ses valeurs seront différentes selon 1’orientation du

systeme paramagnétique avec le champ magnétique.
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1.4 L’imagerie 2D par spectroscopie RPE

La spectroscopie RPE en onde continue permet, comme nous l'avons vu
précédemment, d’obtenir de précieuses informations quant a la nature de I'entité
paramagnétique étudiée et son environnement chimique. Cependant, il arrive que l'utilisateur
ait besoin d'informations supplémentaires concernant la distribution spatiale des spins
¢lectroniques au sein du systéme. Il n'est pas possible d'effectuer de l'imagerie RPE en onde
continue puisque les longueurs d'ondes absorbées par les centres paramagnétiques pour
induire les transitions énergétiques sont trop importantes (= 10 pm) [Maya, 2015]. Il est donc
nécessaire d'avoir recours a des gradients de champs magnétiques pour lever la
dégénérescence des populations de spins électronique sélectivement dans le plan considéré.
La cartographie des densités de spins électroniques au sein du matériau étudié est alors

possible. La figure 119 présente le principe général de I’imagerie RPE en 2 dimensions.

B B—xBB+x B—xBB+x
a) > b) | —— c) >
1 3 1 3 g)
C ) C ) N @
® o
o O o O PS ™
2 4 2 4 1

Figure 119 Impact du gradient en champ magnétique sur un systéme paramagnétique composé de 4 centres
identiques. a) Champ magnétique statique dans la direction x. b) Champ magnétique modulé dans la direction x.
¢) Champ magnétique modulé dans la direction x avec rotation du systéme de 45°.

Considérant un systéme paramagnétique composé de 4 centres distribués sur un plan
2D, arbitrairement (x,y), et soumis a un champ magnétique statique B. Le signal RPE résultant

sera compos¢ de seulement une raie d’absorption centrée en B, = B. Dans ce cas, aucune
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information quant a la distribution spatiale de ces centres paramagnétiques ne pourra étre

obtenue.

A contrario, si ’on applique un gradient de champ magnétique dans la direction x par
exemple (figure 119 b), il sera alors possible d’obtenir des informations spatiales quant aux
positions des centres 1, 2, 3 et 4. Dans ce cas, les raies d’absorption des entités
paramagnétiques apparaitront respectivement pour un champ magnétique B,s; = B — x pour
les centres 1 et 2 et B> = B + x pour les centres 3 et 4. L’information spatiale sur la
répartition des spins électroniques est donc accessible. Des intensités de raies RPE égales

indiquent une densité de spin électronique égale.

En changeant I’orientation du systéme par rapport au gradient de champ magnétique, il
est donc possible d’obtenir une répartition spatiale des spins électroniques et donc d’obtenir
une cartographie (figure 119 c). En pratique, il est plus précis de faire varier I’orientation du
champ magnétique plutdt que le systéme paramagnétique. Si [’orientation du champ
magnétique est balayé de 0 a 180°, il est alors possible d’obtenir une image en 2 dimensions
de la répartition des spins électroniques (figure 120). La derniere étape consiste a utiliser des

algorithmes de rétroprojection pour reconstruire I’image RPE [Maltempo et al., 1987].

Spectres RPE pour une
direction donnée de B

|
Gradient/ qe champ J ‘/f Reconstruction de
magnétique G, I'image RPE 2D
|
‘/\/\/\r ® O
% > > | —

pour une direction J

donnée de B

Acquisition spectrale f
L rétroprojection

/\ Algorithme de . .

A

Figure 120 Principe général de I’imagerie RPE en 2 dimensions.
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En spectroscopie d’imagerie RPE, le champ de résonance 19 devient :

hv
B.,=B+x.G,=— 45
m (45)

Avec B, le champ magnétique résonant, G, le gradient de champ magnétique linéaire (en
Gauss.cm™), x la position du centre paramagnétique (cm), /4 la constante de Planck, f le
magnéton de Bohr et v la fréquence micro-onde (Hz). Les gradients de champ magnétique
permettent une corrélation entre les positions des spins électroniques et les champs de

résonance B,.

1.5 Les protocoles de dosimétrie RPE sur les ongles

Si I’émail dentaire et les tissus osseux posent des problémes du point de vue du
prélévement ou de la mesure in vivo, les ongles et les cheveux présentent le grand avantage
d’étre tres facilement récupérables et mesurables dans la plupart des spectrometres les plus
courants (fréquences de 9 GHz, 34 GHz, et méme 90 GHz). Jusqu’a présent, plusieurs études
dosimétriques ont d’ores et déja été réalisées sur les ongles appartenant plusieurs victimes
réelles d’accidents radiologiques [Trompier et al., 2014, Romanyukha et al., 2014]. L’objectif
de cette partie est de présenter les différents protocoles de dosimétrie RPE qui existent et d’en

discuter les limites.
1.5.1  Saturation du signal radio-induit RIS 5 avec la dose

Trois accidents récents sont survenus lors de la fixation d’une source radioactive de
d’iridium d’une gamma-caméra : en Tunisie en 2008, au Gabon en 2010 et au Pérou en 2012.
La dosimétrie RPE des ongles prélevés chez les victimes lors de ces accidents a été réalisée
par I’IRSN en 2014 selon une méthode de détermination de la dose de saturation des radicaux
radio-induits stables [Trompier et al., 2014]. Afin d’illustrer cette méthode, 1’accident survenu

au Gabon sera pris comme exemple.

Deux échantillons d’ongles ont été prélevés sur la victime : un non irradié (de la main
droite) et un second (de la main gauche) irradiée lors de 1’accident. Le protocole consistait a
réaliser une premicre mesure pour les deux échantillons préalablement traités d’un I’eau : le

signal endogene pur pour I’ongle sain, le signal radio-induit RIS 5 pour I’irradié.
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Ensuite, chacun des deux échantillons ont été post-irradiés, retraités dans I’eau et remesurés
jusqu’a obtention des doses saturation de chaque aliquote. Un schéma explicatif de cette
méthode est donné en Figure 121. La différence entre les deux doses de saturation, i.e entre
I’échantillon sain et I’échantillon irradié, était de 38 Gy, ce qui refléte la dose absorbée lors de

I’accident.

O pouce gauche
® majeur droit
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Figure 121 Protocole dosimétrique basée sur la dose de saturation du signal radio-induit stable. Les cercles
remplis représentent la variation du signal radio-induit avec la dose pour 1’échantillon sain et les carrés vides
pour 1’échantillon pré-irradié. La différence entre les deux maxima correspond a la dose absorbée lors de

I’accident. Image : Trompier 2012.

Cette méthode de dosimétrie rétrospective possede néanmoins un inconvénient majeur
qui est le temps nécessaire a 1’obtention des doses de saturation [Trompier et al., 2014,
Marciniak et al., 2014]. Il s’agit en effet d’un long processus d’irradiations multiples réalisé a
la fois sur les échantillons irradiés pendant 1’accident et ceux non exposés. Selon Trompier et
al., (2014) la valeur de la dose de saturation doit étre théoriquement étre la méme pour tous
les doigts d’un individu donné, mais elle varie en pratique d’une personne a I’autre. C’est la
raison pour laquelle il est nécessaire de la remesurer a chaque fois ce qui est limitant pour les

délais d’expertise.
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1.5.2  Courbe d’étalonnage universelle

En dépit de la forte variabilité en intensité des signaux radio-induits notamment avec
les conditions de préparation des échantillons (taille, masse, taux d’humidité intrinseque...),
Romanyukha et al., (2014) ont émis I’hypotheése qu’il était possible d'utiliser une courbe
d'étalonnage universelle de réponse en dose. Pour élaborer cette derniére, ils ont mesurée
I’intensité du RIS global (RIS 2 + RIS 5) a différentes doses (0, 3, 8, 12 et 25 Gy) pour des
¢chantillons d’ongles préalablement préparés de maniére strictement identique (nombre de
coupes, taille des morceaux, masse...) et en utilisant un spectrometre en bande X (Figure
122). Aucun traitement spécifique ne précédait les mesures RPE ; ainsi, les signaux radio-
induits mesurés étaient superposés aux signaux mécaniquement induits et endogeéne. Notons
¢galement que la quantité de matiére nécessaire pour acquérir un spectre RPE en bande X est
10 a 15 fois plus importante. Or, on ne connait jamais a [’avance la quantité potentiellement
récupérable chez la victime. L’utilisation généralisée de ce type de courbe universelle semble
tout de méme compliquée puisqu’une légere différence dans la préparation de 1’échantillon

avant I’acquisition spectrale engendrerait une estimation de dose erronée.

La dose de /4 = 3 Gy reconstruite de I’accident avec cette méthode concorde avec la
dose de 79 = 6 Gy obtenue par la méthode des ajouts dosés. Cette méthode est basée sur les
résultats d’études antérieures de Reyes et al., (2012, 2009) qui a montré que si les échantillons
¢taient préparés strictement de la méme maniére (géométrie, masse et teneur en eau), leurs
réponses a la dose étaient alors trés similaires, et ce, méme pour des individus différents.
Cette méthode non invasive et non destructive permet des évaluations de dose rapides sans
préparation spécifique des échantillons ni d’irradiations supplémentaires. Néanmoins, une
¢valuation de sa précision nécessite 1’examen de la dispersion inter-individu de la sensibilité
face aux rayonnements ionisants mais aussi de la reproductibilité limitée de la préparation des

¢chantillons (longueur des coupures, masses, teneur en eau...).
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Figure 122 Courbe d’étalonnage universelle du signal radio-induit stable. Les lignes en pointillés relient
I’amplitude mesurée de 1’ongle irradié et la dose reconstruite de 14 Gy. Image : Romanyukha et al., (2014).
Les doses mesurées par RPE dans les ongles dans I’exemple présenté ci-dessus ont
approximativement concordé avec les symptomes cliniques et les doses déterminées par la
dosimétrie RPE sur les fragments osseux des victimes ou par reconstitution numérique des

conditions d’irradiation de 1’accident [Trompier et al., 2014].

1.5.3  Saturation du signal radio-induit RIS 5 avec la puissance micro-onde

Un protocole original a été propos¢ par Choi et al., (2014) basé sur la variation du
coefficient de courbure obtenu en tragant I’amplitude du signal RPE radio-induit global avec
la puissance micro-onde. Une fois récupérés, les échantillons ont ét¢ irradiés par une source
de césium puis redécoupés pour tenter de reproduire le plus juste possible les étapes suivant
un accident radiologique. Les aliquotes ont été ensuite séchés dans un four a 70 °C pendant 72
heures afin de minimiser le taux d’humidité intrinséque dans les ongles puis ont été mesurés a
différentes puissances micro-ondes 1’aide d’un spectrometre bande X. Le protocole développé

par ces derniers peut €tre résumé en ces 4 étapes :

1. Récupérer des ongles sains, les irradiés a différentes doses entre 0 et 3 Gy (pour mener

I’expérience). Apres irradiation, les échantillons ont €été coupés a nouveau ;

273



Annexes

2. Déshydrater les échantillons d’ongles 72 heures dans un four chauffé uniformément a
70 °C avant de mesurer les signaux RPE pour différentes puissances de rayonnement

micro-onde ;

3. Tracer le graphe log( S )=f(log(P)) avec S I’amplitude pic a pic du signal RPE

12
P

et P la puissance micro-onde. L’allure du graphe peut-étre approximée par la fonction

Y= avec y=log(P“?/2) et x=log(P) ;
2
4. Calculer le coefficient de courbure de la fonction K tel que K =|2ce(a—f—)| et
c

tracer K en fonction de la dose.

D’apres ces auteurs, les entités paramagnétiques et leur environnement proche ont subi des
transformations provoquant une différenciation des temps de relaxation entre les radicaux
radio-induits, mécaniquement-induits et endogene. Dans leurs études, les amplitudes du signal
radio-induit global et du MIS 2 ont un comportement différent face a la puissance micro-
ondes appliquée. Ils ont pu ainsi calculer un coefficient de courbure obtenu en tragant
I’amplitude du signal RPE radio-induit global avec la puissance micro-onde et ont montré une
relation linéaire avec la dose absorbée dans la gamme de 0 a 3 Gy, prouvant ainsi un fort
potentiel de ce procédé pour des applications dosimétriques. Seulement, on note
d’importantes disparités de ce coefficient de courbure et des lors que la dose est supérieure a 3

Gy, le protocole ne fonctionne plus.
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1.6 Algues marines étudiées en spectroscopie RPE
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1.7 Simulations spectrales des radicaux libres susceptibles d’étre

générés dans la kératine
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Figure 123 : Spectres RPE du signal endogéne BKS d’un ongle sain et la simulation spectrale du radical méthyl-

sulfunoyl.
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Figure 124 : Spectres RPE du signal endogéne BKS d’un ongle sain et la simulation spectrale du radical

cystéinyl-sulfunoyl.
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Figure 125 : Spectres RPE du signal endogéne BKS d’un ongle sain et la simulation spectrale du radical

semiquinone.
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Figure 126 : Spectres RPE du signal endogéne BKS d’un ongle sain et la simulation spectrale du radical tryosyl.
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Figure 127 : Spectres RPE du signal endogéne BKS d’un ongle sain et la simulation spectrale du radical

tryptophane.
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1.8 Irradiations Alphée

FICHE DE MESURE
PRP-HOM/SDE/LDRI Alphée
SDE/LDRI/ALPHEE/FRMI-06 Ind. 2
page 1/17
Date de la mesure : 1/31/2018
Demandeur : Tkatchenko
Mesure du TOP du jour : |:1
Configuration Energie : X4
Champs : 30 x 30 cm?
Position : 16 mm
Chambre : 0,3flex 31013 - 01982
Débit : 264 UM/min
| nC/UM (avec
nC UM délivrées |nC/UM cor. KTP)
mesures de 1000 UM : 1 64.11 200.0 0.32055(0.326097573]
2 64.05 200.0 0.32025(0.325792381
(°C) = 21.1 3 64.07 200.0 0.32035(0.325894112
P (hPa) = 999.7 4 64.07 200.0 0.32035(0.325894112
kTP = 1.01730642 5 64.09 200.0 0.32045(0.325995842
|moyenne 64.1 200.0] 0.320390 0.325935
|§_§_53_Lttype 0.02280351 0/0.00011402]0.000115991
ratio 0.04% 0.00% 0.04% 0.04%)

1.9 Méthode de comparaison des densités de probabilité

L’IRCP de Chimie Paris a développé, au cours de la thése de Mariem El Afrit, une
méthode statistique permettant de comparer la distribution de deux densités de probabilité.
Etant donné que nous avons travaillé ensemble pendant plus d’un an, j’utilise leur méthode

pour I’appliquer a ma these.

Nous avons vu dans la partie « 2.1 Caractérisation théorique du bruit » que le bruit

généré par le spectrométre RPE suivait une densité de probabilité normale N(w,o) . Voici
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les différentes étapes nécessaires pour comparer la distribution des résidus (par exemple la

différence entre un spectre bruité et non bruité) a la distribution du bruit expérimental :

1.

Calculer la moyenne et I’écart-type au carré¢ du bruit qui constituent de bons
estimateurs de I’espérance et de la variance ;
Générer la densité de probabilité normale N(w,o) caractéristique du bruit. La

probabilit¢ de tirer une valeur de bruit dans un intervalle quelconque /a, b] est

b +o0

p(xe[a,b]):ff(x)dx avec bien-sir p(x):J f(x)dx=1 ;

0
a

Générer I’histogramme des N résidus. A chaque « bin» de I’histogramme, i.e
intervalle /a, b], est associée une fréquence d’apparition de la valeur du résidu notée

b
H. Or, nous avons vu que I’espérance du bruit valait N.p=N f f(x)dx et que son

a

écart-type valait N.p(1—N.p) . Ainsi, si H=N.p++/N.p(1-N.p) , alors
cela revient a dire que la distribution des résidus est compatible au moins a 68 % avec

la densité de probabilité du bruit.

Le schéma suivant résume ces différentes étapes :

n = 8.6476e-18
o= 0.012074
certitude = 0.75

50 . .
o Np +/- [Np (1 -Np)I*'?
S 40+
= 30| % ﬂ—
i) _"'
= £ (Y
© 20! LI,
o ‘“ L
b
E 10_ 'ﬁ ‘ {ﬁ |
[m] -< >
[a, b]
-10
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Figure 128 Explication de la méthode statistique permettant de comparer deux distributions entre elles.
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1.10 Codes développés au cours de la these

1.10.1 Filtre linéaire passe-bas

function [Frequence_coupure_opti,Spectre_debruite] = ...
best_seuil fft(Condition,Spectre_experimental, spc_theorique, Bruit, spc_theorique_bruite)
warning('off")
[Frequence_coupure, Spectre_debruite]=low_pass_filter(Spectre_experimental,Bruit,Condition);
for k = 1 : length({Frequence_coupure)
1 = Frequence_coupure(k);
1i =1,
1f = length(spc_theorique_bruite) - 1;
t = fft(spc_theorique_bruite);
b(1i:17)=0;
spc_theorique_debruite(:,k) = real(ifft({t));
Norme_infinie(k) = 188 * norm(spc_theorique-spc_theorique_debruite(:, k), inf);
end
[Y_Best, X_Best] = min{Norme_infinie);
Frequence_coupure_opti = Frequence_coupure(X_Best);
Spectre_debruite = Spectre_debruite{Frequence_coupure_opti};
end

function [Frequence_coupure, Spectre_debruite]=low_pass_filter(Spectre_experimental,Bruit,Condition)
N = length(Spectre_experimental);
Spectre_Frequence = fft(Spectre_experimental);
seuil = 1:1:N/2;
[mu, sigma] = normfit(Bruit);
3=1;
while seuil(j) < N
1 = seuwil(j);
1li = ceil(1);

1f = N-1;
t = Spectre_Frequence;
t(li:1f)=0;

Spectre_debruite = real(ifft(t));
R = Spectre_debruite - Spectre_experimental;
E(j) = Compatibilite_residus(R, [mu, sigma],Condition};
Spc_D{j} = Spectre_debruite;
J=3+1;
end
Frequence_coupure = (find{E>=Condition)};
end
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1.10.2 Lissage polynomial

function [Coeff_opti,Compatibilite,Spectre_lisse]=smooth_residu_droite(Spectre_exp,Bruit,Condition)
N = length(Spectre_exp);
Degree = 1:1:N/2;
[mu, sigma] = normfit(Bruit);
1=1;
while Degree(j) < N

1 = Degree(j);

n=1;

coeff(l, 1) = 1;

coeff(2, 1 : 2) = [1 1];
forr =3 :1

coeff(r, 1) = 1;
forc=2:r-1
coeff(r, c) = coeff(r-1, c-1) + coeff(r-1, c});
end
coeff(r, r) = 1;
end

Coefficient_ponderation=coeff(1,:);

Coefficient_ponderation = Coefficient_ponderation(:);

for k=1:length(Spectre_exp)
Spectre_exp2 = [Spectre_exp(end-199 : end); Spectre_exp; Spectre_exp(1:200)];
values = Spectre_exp2((k+200)-Tloor(n/2):(k+200)+Tloor(n/2));
values = sum((values .* Coefficient_ponderation)) / sum(Coefficient_ponderation);
spc_smooth(k) = values;

end
spc_smooth = spc_smooth(:);
Residus = spc_smooth - Spectre_exp;
Compatibilite(j) = Compatibilite_residus(Residus, [mu, sigma],Condition);
Spectre_lisse{j} = spc_smooth;
3=i+1;

end

Coeff_opti = (find({Compatibilite>=Condition));

end

1.10.3 Réduction du degré des polynomes de Tchebychev

function Meilleur_degre = Best_poly(Spectre_debruite,B exp,condition, Bruit)

warning('offt")

[mu, sigma] = mormfit(Bruit});

Spectre_chebfun = chebfun(Spectre_debruite, [B exp(1) B_exp(end}]);

N = length(Spectre_chebfun);

Points_Tchebyshev_originaux = chebpts(N, [B_exp(1l) B_exp(end)]);

for i=1: N-1
¥_cheb{i} = chebpts(i, [B_exp(1) B_exp(end)]);
y_degre_N{i} = Spectre_chebfun(x_cheb{1,1i});
Spectre_chebfun_N{1i} = chebfun{y_degre N{i}, [B_exp(1) B_exp(end)]);
y_degre N_prim{i} = Spectre_chebfun_N{i}(Points_Tchebyshev_originaux);
y_N_original = Spectre_chebfun{Points_Tchebyshev_originaux);
residus{i} = y_degre_N_prim{1,i} - y_N_original;
[Mu_residuals{i}, Sigma_residuals{i}] = normfit(residus{i}};
E(1) = Compatibilite residus(residus{i}, [mu, sigma],condition};

end

focus = 1 : length(B_exp);

Extraction = (find(E>=condition)};

for k = 1 : length(find(E>=condition))
spc_debruite_Tchebyshev(:, k) = y_degre N_prim{Extraction(k)}};
Norme_infinie(k) = 188 * norm(y_N_original(focus)-spc_debruite Tchebyshev(focus,k),inf);

end

[Y_Best, X _Best] = min(Norme_infinie);

Meilleur_degre = Extraction(¥_Best);

end
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1.10.4 Méthode de comparaison des densités de probabilité

function E = Compatibilite residus(Residus,Bruit_parametres,Condition)
warning('off")
mu = Bruit_parametres(1);
sigma = Bruit_parametres(2);
nbins = 58;
[nelements, bincenters] = hist(Residus,nbins);
X = bincenters;
Y = nelements;
lengthBin = X{3)-X(2);
scalingFactor = size(Snoise,1) * lengthBin;
xx = linspace(min(X)-lengthBin/2, max(X)+lengthBin/2, 350);

yy = normpdf(xx,mu, sigma);

yC = chebfun(yy', [xx{1} xx(end)], "equi');
NN = length(Residus);

No = @;

hh=1;

parfor j=l:nbins
warning('oft')
a = X(j)-lengthBin/2;
b = X(j)+lengthBin/2;
x = chebfun('x',[a b]);
p(3) = sum(yc(x));
mumu(j) = NN*p(J);
sigsig(j) = sqrt(NN*p(j)*(1-p(3)));
if mumu(j)-sigsig(j)/hh<=Y({j) && Y(J)<=mumu(j)+sigsig(j)/hh
Nb=Nb+1;
end
end
E=Nb./nbins;
if E>=Condition
R=1;
else
R=0;
end
end

1.11 Facteur de Student &

En pratique, on cherche a estimer un intervalle de confiance, et, par conséquent, une

incertitude associée a une moyenne m mesurée lors d’une expérience. Concernant sur une

série de mesures Y, Il est plus commode d’utiliser la variable aléatoire suivante :

ZY—m
o/+h

Ou Y estl'estimateur de la moyenne et o I'écart type associé.

X

Expérimentalement, on constate qu’il est courant que la variable aléatoire Y suit une
loi normale. C’est ce que nous avons observé par exemple dans le chapitre «V

Développement d’un nouveau protocole pour le traitement numérique des spectres RPE ».
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Cependant, nous ne connaissons pas systématiquement la véritable valeur de 1’écart-type o
et c’est la raison pour laquelle nous la remplagons par I'ecart type expérimental S, ;. On
utilise ainsi la nouvelle variable aléatoire 7 a la place de Y :
r=Y-m_
S, ,/~h

Cette variable aléatoire 7 suit une loi de Student a n - I degrés de liberté [Yang et al.,

2007]. Si n est tres grand, alors S, ]2 sera trés proche de o°

On souhaite maintenant déterminer un intervalle de confiance p compris entre 0 et 1. I1

faut donc trouver £ le fractile d'ordre p de la variable aléatoire 7 tel que :
P(|T|<k)=p

Soit  P(|V —m|<k| =)= p
<K

Sn—1<? <k Sn—1)>
Y —ms =
i V7P

De maniére pratique, on détermine k en fonction de 1’ordre p souhaité¢ a 1’aide de

P(—k

tables prédéfinies consultables dans les ouvrages mathématiques statistiques [Yang et al.,

2007].
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1.12 Parametres d’acquisition des spectres RPE pour I’élaboration

des courbes de réponse en dose UV

Tableau 17 : Paramétres d’acquisition des spectres RPE pour 1’élaboration de la courbe de réponse en dose UV.

Paramétres

Fréquence micro-onde (GHz)
Modg¢le du résonateur
Puissance micro-onde incidente (mW)
Largeur du balayage du champ magnétique (mT)
Modulation de fréquence (kHz)
Modulation d’amplitude (mT)
Gain (dB)

Nombre de points
Temps d’acquisition (s)
Nombre d’acquisitions
Constante de temps (ms)

Nombre de points pour le lissage polynomial Bruker

33,92
ER5106QT
1,20
17,00
100
0,40
30
1870
34,03
1
0
0
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Résumé :

La majorité des accidents radiologiques sont des irradiations externes et localisées au niveau des
mains des victimes. Le role de ’'IRSN est d’évaluer précisément les conséquences radiologiques
afin de mettre en ceuvre les stratégies thérapeutiques adaptées. Actuellement, aucune technique ne
permet une estimation précoce des doses pour les irradiations des mains. Ainsi, 1’objectif de la
thése est de contribuer au développement d’une méthode de dosimétrie basée sur 1’analyse par
spectroscopie de résonance paramagnétique électronique (RPE) de prélévements d’ongles en
reliant la concentration des radicaux libres radio-induits a la dose absorbée. Toutefois, 1’analyse
des spectres RPE d’ongles irradiés demeure extrémement compliquée. Une premiere étape a été
de caractériser la nature des radicaux a l’origine des signaux endogénes et radio-induits et
d’étudier leurs propriétés physico-chimiques. L’étude de la variabilité de ces signaux a ensuite été
entreprise et nous avons identifié un signal UV-induit stable qui contribue de maniére certaine au
signal endogéne. Deux approches pour doser les faibles doses ont été proposées : I’une sur le
comportement des signaux radio-induits avec la puissance du rayonnement micro-onde ; I’autre
sur la repousse sélective du signal radio-induit apres son élimination totale ou partielle a 1’aide de
traitement chimique. Nous avons également soulevé la problématique des analyses spectrales qui
sont opérateurs-dépendantes. Un protocole de traitement numérique des spectres RPE a été
développé permettant de réduire la contribution du bruit généré par le spectrometre RPE et
d’extraire de maniéere automatique et reproductible les variables d’intérét.

Mots clés : Spectroscopie RPE, Dosimétrie des rayonnements ionisants, Ongles d’humains,
Accident radiologique, Protocole non opérateur dépendant

Development of Electron Paramagnetic Resonance (EPR) spectroscopy on human
fingernails for biodosimetry of radiological accidents

Abstract:

The purpose of this work is to assist in the management of emergency situations following
accidental exposition to ionizing radiations. The earlier absorbed doses are quantified following
exposure, the more efficient the medical team will be able to handle and treat the victims. In most
of radiological accidents, irradiation is localized and especially to the hands. Up to now, no
techniques exist to estimate these doses with sufficient accuracy. IRSN is implementing a
dosimetry technique based on the quantification of radiation induced free radicals using Electron
Paramagnetic Resonance (EPR) spectroscopy in fragments human nails. However, the analysis of
irradiated nails by EPR spectroscopy remains extremely complicated. A first step was to
characterize the nature of radicals at the origin of the endogenous and radio-induced signals and
to study their physicochemical properties. We also study the variability of these signals, and we
identified a stable UV-induced signal that definitely contributes to the endogenous signal. Two
approaches to measure low doses have been proposed: one is based on the behavior of radiation-
induced signals with the microwave radiation power; the other is based on the selective regrowth
of the radio-induced signal after its total elimination by means of chemical treatment. We have
also raised the issue of spectral analyses that is operator-dependent. To avoid manual
adjustments, we proposed a uniform EPR data processing approach. Traditional EPR procedures
have been vastly improved through simple, repeatable and automatic functional processing of
EPR spectra.

Keywords: EPR spectroscopy, EPR dosimetry, Human nails, Radiological accident,
Unified EPR data processing
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