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Résumé

L esdifférentes hypothéses concernant les espécesradicalairesissues
delaradiolysedel’aanine[1-3], ains quelesvariations observées dans
son spectre RPE [4,5], ont conduit le LNE-LNHB a étudier plus
précisément cesradicaux. Lespremiersrésultats obtenus[6,7] al’ aidede
la technique de piégeage de spin ont montré la faisabilité de la
méthodologie proposée. Les travaux présentés montrent que cette
technique, associée a une technique de séparation par chromatographie
liquide, puis une identification par spectrométrie par RPE, ont permis
une approche qualitative et quantitative. Cette méthodologie a mis en
évidence que, dans ces conditions, seules deux espéces radicalaires ont
été formellement identifiées, A; et As. Ces deux espéces reliées
respectivement aux radicaux R; et R; présentent un ratio avec une trés
grande proportion (environ 95 %) de R;. Cesrésultats sont en conformité
avec ceux obtenus pour deux autres acides aminés chimiquement trés
proches de I’aanine dans la méme famille chimique, la valine et la
glycine.

MOTS CLES: ALANINE, DOSIMETRIE, RPE, CLHP, PIEGEAGE
DE SPIN.

Abstract

The different hypotheses regarding radical species issued from
alanineradiolysis[1-3] and the observed variations on its ESR spectra
[4,5] have led LNE-LNHB to study these radicals more precisely. The
previous results [6,7] obtained with the spin trapping technique have
shown thefeasibility of the proposed methodol ogy. Results show that this
technique, associated with the separation technique by liquid
chromatography, then identification by ESR spectrometry, allows us a
qualitative and quantitative approach. With this methodol ogy, only two
radical speciesA; and A; have been formally identified in our conditions.
These two species, linked respectively to radicals R, and Rs, havearatio
with a great proportion (around 95 %) of R;. Those results are in
agreement with those obtained for two other amino acids chemically
close to alanine: valine and glycine.

KEYWORDS ALANINE, DOSMETRY, ESR, HPLC, SPIN TRAPPING.

1. Introduction

La dosimétrie de I’alanine par RPE est considérée
comme une méthode de référence pour la mesure des
fortes doses (100 Gy —100000 Gy) [8,9]. C'est une
méthode relative de transfert adaptée a de nombreux
secteurs d' activités car elle assure une tragabilité étendue
avec une assez faible incertitude (< 3,0 % ak = 2).

Cette méthode présente plusieurs avantages : mesure
non destructive, dosimétre équivalent tissu ponctuel, qui
lui donnent un intérét tout particulier pour son
développement, tant en métrologie des faibles doses
(1 Gy — 10 Gy) que pour son application dansle domaine
de laradiothérapie ou le contrdle qualité, in vivo ou non,
se renforce sans cesse. Pour cela, I'objectif requis est
d’ obtenir desincertitudesinférieuresa2 % (k = 2), tout en
étendant le domaine de mesure verslalimiteinférieure de
détection ou lerapport signal sur bruit diminue. Ces deux
verrous analytiques nécessitent d’ améliorer I exploitation
du spectre RPE dont larésolution a ce niveau de dose est
nettement moins bonne.

Lespectred aanine est constitué de 5 groupementsde
pics principaux [5]. Aujourd’ hui, I’ensembl e des acteurs
utilisel’amplitude du pic central attribuée communément
a I'espéce mgjoritaire R; (fig. 1), les autres pics
correspondent au phénomeéne de couplage dansleradical.
La réponse de I'aanine en fonction de la dose est
assimilée a une droite sur le domaine de 1 Gy a 10 Gy.

Cependant la signification physique de |@mplitude du
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spectre RPE avec la nature chimique de R; seul est
controvers e [1-3,6,7]. L'approche empirique et
pragmatiquedelacourbed' talonnage, signal enfonction
de la dose, implique I'utilisation de plusieurs termes
correctifs dont on constate aujourd hui une forte
d pendance par rapport au dosim tre consid r . Cette
d pendance s observe par rapport aux diff rents produits
commerciaux disponibles[8] et par rapport aux conditions
exp rimentales(spectrom treet param tresd' acquisition)
pratiqu es par leslaboratoires [9-14].
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Fig. 1. + Structure des radicaux radio-induits,

parents (R) dans la poudre d'aanine selon [1] et
fils (A) dans nos solutions d' alanine pi g e[6,7].

Ce travail sinscrit dans la poursuite des travaux
concernant lamiseen videnceexp rimentaledesesp ces
radicalaires issues de laradiolyse de|' danine et de leurs
proportions [7]. En effet, les donn es issues de la
simulation ne semblent pas pouvoir tre suffisamment
consolid es afin d' tre utilis es en application pour
r duire les incertitudes li es la courbe d' talonnage.
Pour mener  bien cet objectif, une des solutions
envisag es est de d convoluer le spectre afin d'isoler
I"esp ceprincipale et der duirelesincertitudesli es la
pr sence du ou des autres radicaux.

2. R sultats
21. Lepi geagede spin
Lam thode de pi geage de spin [14-16], est fond e

surlar actiondel'esp ceradicalaire avec une solution de
MNP (M thyle Nitroso Propane) :

R° + tBuxtN=0 tBuxN (-R) £O°
Radical «parent» Radical «fils»
Solide Solution Solution

Elle a I'avantage de transformer les radicaux R°®,
stables en phase solide (maisdont e spectre RPE n' est pas
interpr table facilement) en radicaux nitroxydes

°=tBuxN (-R) +O° stables en phase liquide et
pr sentant des spectres RPE  raies fines plus facilement
interpr tableslorsque cesradicaux sontisol s.Les tudes
par spectrom trie RPE effectu es en phase poudre, ont
montr |'existence de 4 ou 5 esp ces potentielles dans
I'danineirradi e, dont!'unetr smajoritaire. Desr sultats
similairesont t obtenusdanslecasdelavalineet dela
glycine (acides amin s dont la structure chimique est
prochedel'aanine). Ceci tend conforter I'hypoth seque
le comportement chimique est identique au sein d'une
famille de mol cules organiques de m me type. Les
premiersr sultats par pi geage de spin n'ont cependant
pas permis de mettre en vidence autant d'esp cesqu'en
phase poudre et ce quel que soit I'acide amin  tudi .
Dansle casdel'aanine, seuls deux radicaux ont t mis
en vidence; I'un d@ux tant pr sent en tr s fable
proportion, il N"apaspu treidentifi ni qualitativement,
ni quantitativement. La structure du radical minoritaire
identifi A, ou As, doit donc tre pr cis e et confirm e.
Les spectres RPE des esp ces isol es devraient tre
obtenusapr ss paration par chromatographieliquide afin
de permettre une identification sans ambiguit .

Les publications [1-3,17] sur ce sujet apparaissent en
contradiction au moins partielle sur le plan quantitatif,
avec nos premiers travaux [7]. Les calculs et simulations
de spectres effectu s par une quipe norv gienne [3]
partir de spectres en phase poudre, ont permis de proposer
desproportionsderadicaux tr sdiff rentes: 60 % pour le
radical R; et 40 % pour I' ensemble des 2 autres radicaux
R, et R; (fig. 1). Afind@cc der aux tapes suivantes pour
isoler les esp ces radicalaires, plusieurs questions se
posent. L'esp ce R, correspondant au radical A; obtenu
par pi geagedespinrepr sentedansnosexp riencesplus
de 95 % des radicaux nitroxydes. Avec une proportion de
60 % pour R; et de 40 % pour (R,+Ry), il faut donc faire
I"hypoth seque, dansnosexp riences, letaux depi geage
est quasi nul pour R, et R;. Comment expliquer alors ce
ph nom ne anormal, celui-ci devrait tre identique pour
desradicaux d' unem mefamille ?Si I' on accepte un taux
de pi geage identique quelles que soient les esp ces, les
esp ces R, et R; pourraient conduire la formation du
m meradical nitroxydeA,, cequi liminerait|' hypoth se
d'unradical As, maisrepr senteraient 40 % du total selon
les calculs th oriques au lieu des quelques pour-cent
trouv s dans nos r sultats. Comment expliquer que les
caculs en phase solide [2,3] conduisent des
concentrations qui semblent incompatibles avec celles
mesur es en phase liquide ?

Afin de v rifier ces hypoth ses et r pondre aux
guestions rest es en suspens, une m thodologie a t
d velopp eafin de garantir une mesurefiable via un taux
de pi geage reproductible par une optimisation des
conditions notamment de temp rature et de pH. D'une
part, I'utilisation d@anine sp cifiquement marqu e
(fig. 2) devrait permettre une identification sans
ambiguit . D'autre part I'utilisation d'acides amin s
proches comme la glycine et la valine, avec la m me
fonction aminoacide mais avec un groupement aliphatique
plus ou moins complexe, devrait permettre une
interpr tationconsolid epar un comportement homog ne
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au sein d@ne famille chimique. Dans les deux cas, la
s paration par chromatographie permettra une
interpr tation des spectres RPE plus ais e.
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Fig. 2. + Structureschimiquesdel' alanine, delaglycineet dela
valine et num rotation des atomes de carbone.

Lasolutiondepi gea t chauff evers40 C+45 C
(fig. 3) afin de sassurer que le MNP est totalement
dissous et disponible pour le pi geage. En effet, le pi ge
sepr sente sousdeux formesen quilibreensolution : un
dim renonr actif (C'est laseuleforme |' tat solide) et
un monom re (seule forme susceptible de pi ger les
radicaux). Cettetemp rature correspond au signal RPE le
plusintense. D'apr slalitt rature [14-16], les pi geages
sont effectu s temp rature ambiante, lasolution pouvant
tre ains conserv e et utilis e quelques jours. Le
chauffage de lasolution permet donc un taux depi geage
plus lev , mais apr s le refroidissement temp rature
ambiante, lasolution de pi ge perd de son efficacit . Ces
conditionsdepr paration, bien quen'ayant pasfait I' objet
d'une tude d'optimisation sp cifique, permettent
galement d'obtenir de bons r sultats dans le cas de la
valine, Dans le cas de la glycine, il est par contre
n cessaire deselimiter unetemp raturede30 C.
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Fig. 3. + Influencedelatemp rature dechauffage (justeavant la

dissolution del' alanine danslasolution depi ge) sur I'intensit

du signal de RPE.

Une fois les radicaux nitroxydes obtenus en plus
grande quantit , il a t n cessaire de s assurer que cette
augmentation de la concentration n'a pas induit d' autres
r actionsou eu un effet sur sastabilit . En effet, |'alanine
poss dant deux fonctions acido-basiques, ces quilibres
existent aussi pour les radicaux nitroxydes: la
modification de laconcentration d' uneesp ceou celledu
pH modifie donc les quilibres en jeu en solution.
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Fig. 4. + Influence du pH sur I'intensit du signal de RPE.

L'effet du pH adonc t tudi en goutant des
solutionsmolairesd' acide chlorhydrique ou de soude aLix
solutionsapr spi geage. Initialement, lasolutiondepi ge
a un pH de 4. Ce pH acide est en partie d0 au solvant,
puisquelasolutiondepi geest obtenue par dissolution du
MNP dans de I' eau osmos e qui aun pH de 5,3. Ce pH
influencelar partition des chargesioniques des radicaux
« nitroxydes + acides amin s». La solution finae de
radicaux nitroxydes obtenue a un pH de 6. La figure 4
montrel'influencedu pH sur I'intensit des spectres RPE.
Si I'on part d' une solution en milieu basique (point a sur
fig. 4), on obtient en milieu acide (point b sur fig. 4) une
solution dont le signal RPE est tr s faible, mais, si I'on
gjoute de nouveau de la soude, on obtient une solution
(point ¢ sur fig. 4) dont le spectre RPE est de nouveau
intense. Leseffetsdu pH sont doncr versibles. Leradical
majoritaire A; aun comportement acido-basiqueidentique

celui de I'aanine en solution, il a donc deux formes
chimiques selon le pH. Toutefois, la forme radicaaire
pr sente en milieu acide devrait galement tre observ e
par RPE. Ceci ne correspondant pas  |' observation faite,
on peut donc supposer quecelaest di  I' existence d' une
esp cediamagn tique (donc non observable par RPE) en
quilibre avec laforme des radicaux nitroxydes, stable en
milieu acide. Il existe alorsdeux quilibres successifs:

A; (forme COO) + H* A; (forme COOH)
A; (forme COOH) + 2 Esp cediamagn tique

La structure de cette esp ce ne peut pas tred crite
@ de desm thodesqui ont t utilis esdans cette tude
car, par d finition, elle ne donne aucun spectre RPE
gu@le soit marqu e ou pas. Cependant, une structure
envisageable est pr sent e sur la figure 5. Cette esp ce
diamagn tique, undim re,a t propos elorsdCtudesde
pi geagesde spinssur lessucresirradi s[18,19]. Cetype
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d@esp cefaisant appel aux m mesliaisons, a t observ .
Les associations par pont hydrog ne sur ces m mes
radicaux « nitroxyde sucre», ont t constat es. Elles
permettent d@xpliquer I' largissement desraiesen RMN
lorsque I'on concentre les solutions. Ainsi, |@ffet de
|©ptimisation des conditions de pi geage, pour obtenir le
plus de radicaux stables en solution peut engendrer un
effet contraire. La concentration des esp cesradicaaires
paramagn tiques afin d©btenir des spectres RPE
exploitables peut conduire des associations de ces
m mes esp ces qui deviennent ainsi diamagn tiques et
donc ind celables par RPE. Les comportements en
fonction du pH, sont similaires pour lavalineet laglycine.

By CH, .
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Fig. 5. + Esp cediamagn tique propos e.

Le processus d©ptimisation a t poursuivi par
concentration des solutions nitroxydes d' alanineen milieu
basique. Cellecia t r adise I'adedun vaporateur
sous vide, temp rature ambiante. Ainsi, une solution,
concentr e dans les conditions initiales de pH, et dont le
pH est ensuiteaugment jusqu' 10 par gjout de soude, est
plus stable temp rature ambiante (8 jours au lieu de 3
pour une solution de radicaux nitroxydes pH 6). Cette
concentration a permis d' obtenir des spectres de qualit
suffisante avec unemeilleured finition dessignaux dus
I'esp ce minoritaire  (figure6-B). Cette r ponse
correspond  deux triplets de triplets. Le premier est un
massif de hauteurs respectives 1:1:1 qui est d
|"atome d' azote de lafonction nitroxyde ; le second est de
hauteurs 1: 2: 1. Cette information est cruciale car elle
signifie que I'on a une interaction avec deux protons

quivalents ; la structure chimique de ce radica
minoritaire est donc celle de Az et non de A..

Enfin, lepremier r flexe pour augmenter lenombre de
radicaux nitroxydespr sentsdanslasolutionest d'irradier
le solide avec desdosesplus lev es. Desdoses variables
ont donc t test es (10 kGy, 100 kGy et 500 kGy). Les
spectres observ s ont tous une forme identique et sont
relativement proportionnels. L' augmentation du nombre
total de radicaux initialement induits dans le solide ne
semble donc pas modifier les proportions des diff rents
radicaux.

2.2. Etudedesacidesamin ssp cifiquement marqu s

L'aaninesp cifiqguement marqu eenpositions1, 2ou
3 (fig. 2) a t utilis e pour identifier sans ambigut les
esp ces radicalaires en jeu. Afin d' tudier une
concentration de radicaux suffisante, compte tenu des
faibles masses mises en jeu, des doses tr s lev es
(jusgu' 270 kGy au lieu de 55 kGy) ont t appliqu es.
Les spectres RPE d@anine en poudre et non marqu e
obtenus ne montrent pas de diff rences significatives de
ceux obtenus 55 kGy. Cependant, celan®@st pas suffisant
pour affirmer qu'il n'y a pas de variation de
concentrations ou d' apparition d' esp ces nouvelles.
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Fig. 6. + Spectres de RPE d' une solution de radicaux
nitroxydes obtenus partir d'alanineirradi e non marqu e;
(A) : sans saturation, (B) : avec saturation esp ce mgjoritaire
(satur e: traits pleins) et minoritaire (traits pointill s) ;

L' chelledesordonn esest I'intensit RPE en unit arbitraire.

L es spectres de poudre d' alanine marqu e au carbone
13, sont eux tr s diff rents (fig. 7). L'int rt d'un
marquage au carbone 13 est que, du fait du spin ¥z de cet
isotope, la th orie pr voit un d doublement des raies.
Partant d' un spectre de 6 raies pour le radical majoritaire
(fig. 6-A), le spectre attendu doit trecompos del2raies
(fig. 8) (sauf recouvrements ventuels contr ler du fait
des constantes hyperfines). La constante hyperfine
correspondante doit tre d'autant plus importante que
I' lectron c libataire est proche du carbone
sp cifiquement marqu . Si I'on consid re les marquages
en 2 et 3 (fig. 8), la constante hyperfine mesur e est de
0,68 mT pour la position 2 plus lev e qu@n position 3
avec 0,39 mT. Par contre, une valeur de 1,27 mT est
obtenue pour laconstante hyperfineréelative laposition 1
(fig. 8). Cette valeur, anormalement lev e, pourrait
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remettre en causel' attribution delastructure chimique du
radical mgjoritaire.

Le spectre RPE (fig. 9) des radicaux nitroxydes
obtenus partir deglycineirradi eestuntriplet detriplet
correspondant  |'azote de la fonction nitroxyde (triplet
1:1:1) et une fonction CH, (triplet 1:2:1). Ceci
confirme bien |'attribution du radical majoritaire sur le
carbone 2 de I'aanine. Un marquage sur le carbone 2
conduit und doublement detouteslesraies(fig. 9) avec
une constante hyperfine de 0,71 mT comparable au
0,68 mT obtenusdansle casdel' aanine. Le marquageen
position 1 (fig. 9-C) conduit une constante hyperfine
anormalement lev ede 1,25 mT. Danslecasdelavaline,
le spectre (fig. 10) est untriplet de doubletscompliqu par
lapr senced untripletdesingulets(ay = 1,69 mT)d la
pr sence d'un radical parasite. Celui-ci est pr sent ici
syst matiquement au contrairedescasdel’ danineet dela
glycine o il n'est pr sent, au plus, qu'en tr s faible
quantit . Ceradical, deformule (‘Bu),-N-O , estform par
r action du pi ge sur les radicaux obtenus par
d composition desradicaux nitroxydes. Un marquage sur
le carbone 1 permet d' obtenir | encore (fig. 10-B) une
constante hyperfineimportantede 1,4 mT, confirmant une
interactionforteentrelesorbitalesdel’ lectronc libataire
et de la fonction acide. Les valeurs des diff rentes
constantes hyperfines mesur es sur les radicaux
nitroxydes correspondant  ces 3 acides amin s sont
rassembl esdansletableau 1.

Fig. 7. £ Spectresdepoudred' alaninesmarqu esen position 3, 2
et 1; L' chelle des ordonn es est I'intensit RPE en unit
arbitraire.

Fig. 8. + Spectresde RPE d' une solution de radicaux nitroxydes
obtenus partir d'aanines marqu es en position 3, 2 et 1;
L' chelledesordonn esest I'intensit RPE en unit arbitraire.

A

Fig. 9. + Spectres de RPE obtenu apr s pi geage de la glycine
irradi e; A: non marqu e, B: marqu e en position 2, C:
margu e en position 1; L' chelle des ordonn es est I'intensit
RPE en unit arbitraire.
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Tableau 1
Valeurs des constantes hyperfines (mT) des radicaux
nitroxydes obtenus pour trois acides aminés :
glycine, alanine et valine.

GLYCINE ALANINE VALINE
Radical Radical
majoritaire| minoritaire
A1 As
A(N) 1,60 1,60 1,58 1,57
A(H) |084(2H)| 051 052(2H) | 0,38
A(13C-1) 1,25 1,27 n.d. 1,40
A(13C-2)| 0,71 0,68 n.d. n.d.
A(13C-3)| - 0,39 n.d. n.d.

Fig. 10. + Spectre de RPE obtenu apr s pi geage de vaine
irradi e ;A :nonmarqu e, B :marqu eenposition1;L" chelle
desordonn esest I'intensit RPE en unit arbitraire.

Fig. 11. + Radicaux nitroxydes pr sentant des ponts ;
(A) d'apr s[14], (B) notre hypoth se.

Si les valeurs des constantes hyperfines des atomes
d' azote et desprotonsont desvaleurscoh rentes, lavaleur
anormalement lev e de la constante hyperfine du
carbone 13, lorsgue le marquage sp cifique est situ en
position 1, ne peut sexpliquer que par un fort
recouvrement des orbitales lectroniques de I' lectron
¢ libataire normalement positionn sur laliaison N-O et
de ceux de lafonction acide. Destelles associations intra
ou inter mol culairesontd j t observ espar ailleurs
[18-20]. Dansle casdesradicaux nitroxydes-sucrelorsque
la concentration en radicaux devient importante, un
largissement des raies est observ  du fait des nombreux
ponts hydrog ne possibles. Ce type de liaison peut
emp cher galementlepi geaged' unradical radio-induit.
L'existence de tels ponts a dj t prouv e [19]
(fig. 11-A). L@ypoth sed' unestructuretelle quecellede
la fig.11-B est donc plausible et se renforce
conjointement avec cellepr sent esurlafigure5m mesi
ceshypoth sesont t propos esaud part pour expliquer
desph nom nesdiff rents.

2.3. S paration par chromatographie desradicaux
nitroxydes

Le pi geage de I'adanine a permis de mettre en
vidence deux esp ces dont l'une est largement
magjoritaire. Unes paration par Chromatographie Liquide
Haute Performance (CLHP) des esp ces nitroxydes
pr sentesdanslasolutiondepi geagea t miseau point
afin d&oler les esp ces d@nt r ts, de supprimer les
interactions avec I@nsemble des autres esp ces
paramagn tiquesou diamagn tiquespr senteset d@btenir
ainsi des spectres d@sp ces pures dont la compatibilit
serav rifi epar mod lisation.

A l'aide d'une pompe, la solution de radicaux
nitroxydesest percol e traversunecolonne. Enfonction
delar ponsedud tecteur (UV visible) et desintervalles
detemps pr cis, les diff rentes fractions sont recueillies.
Celles-ci sont analys es par RPE. Cette techniquead |
t utilis e avec succ s pour les sucres ionis s [21].
Cependant, la s paration des radicaux nitroxydes par
CLHP pr sente un certain nombre de difficult s
particuli res ces produits:

+ |l n'existe pas ce jour de colonne sp cifiquement
concgue pour las paration des radicaux nitroxydes; le
choix sest donc port par d faut, sur une colonne
habituellement utilis epour s parer lesacidesamin s;

I+

Les radicaux nitroxydes sont relativement stables
temp rature ambiante, d'o la possibilit d' effectuer
une CLHP; Cependant une v rification de leur non
destruction durant la chromatographie a t
n cessaire;

I+

Les acides amin s peuvent tres par s par CLHP
une temp rature comprise entre 60 C et 80 C. De
telles temp ratures sont inapplicables  nos radicauix
qui seraient d truits. De ce fait, les conditions de
S paration ne sont pas optimales ;

LCluant retenu est 1@au, son utilisation diminue la
concentration; des conditions op ratoires moyennes

I+
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ont permisd' optimiser le nombre de fractionsavec un
volume adapt pour que les concentrations finales de
radicaux soient suffisantes pour lad tection par RPE.

Fig. 12. + Exemples de chromatogrammes :

A : d'une solution d' aanineirradi e (sanspi ge),

B : d'une solution de pi ge pur (sans radicaux),

C : d'une solution de radicaux nitroxydes obtenue par pi geage
del'danineirradi e.

Fig. 13. + SpectresUV : a) del'aanine, pic P2(A) ; b) dupi ge,
pic P3(ST) ; ¢) du radical majoritaire, pic PS(N) ; d) du radical
minoritaire, pic P4(N).

Lacolonneutilis eest polarit inverse las paration
est donc principal ement chimique. Le constituant de base
de la colonne est une chaine apolaire, celle-ci a donc
tendance retenir les produits apolaires et luer plus
rapidement les produits polaires. Cependant, las paration
peut galement tre physique en retenant les produits de
massemol culaire lev e(en particulier dansune gamme
deproduit dem mepolarit ). Led tecteur UV permet de
balayer un intervalle de longueurs d' ondes compris entre
200 nm et 400 nm, cependant une seule longueur d' onde
peut tre la fois s lectionn e et enregistr e. Les
chromatogrammes 3 dimensions (absorbance, longueur
d'onde du d tecteur, temps de r tention) pr sent s ci-
apr s, sont donc des reconstructions obtenues  partir
d'une quinzaine d'injections d'une m me solution.

Les figures12 et 13 condituent des exemples de
chromatogrammes et de spectres UV pour lesquels les
tempsder tentionsont pr sent sdanslestableaux 2 et 3.
Cestempsont t d termin s partir demoyennessur les
exp rienceseffectu es. Lafigure 12-A montre, danslecas
d'une solution pure daanine irradi e, deux pics
correspondant  I'alanine, P2(A) et I'un de ses produits
de radiolyse, P1(A). La figurel12-B montre le

chromatogrammed' une solutiondepi gepur,c'est dire
sans alanine irradi e et donc, sans radicaux nitroxydes-
alanine. Lapr sencededeux impuret s, P1(ST) et P2(ST)
est observ e, ensuitelemonom reP3(ST), enfinledim re
PA(ST) qui pr senteunetr slonguetraine (tr de 15 min
35min environ). Cette traine sexplique par le r -
quilibrage entre monom re et dim re tout au long du
passage dans la colonne de chromatographie. La figure
12-C pr sente la solution de radicaux nitroxydes, 7 pics
sont pr sentslorsdelachromatographie. Par comparaison
des temps de r tention moyenn s sur |'ensemble des
chromatographies et leurs spectres UV (fig. 13) obtenus
pour les deux solutions de r f rence: aanine irradi e
seule(fig. 12-A) et pi geseuls(fig. 12-B), I'identification
despicsapu trer dis e (fig 12-C). Certains pics sont
attribu ssansambigut :
+ le pic P2(N) correspond au passage du produit de
radiolyse del'alanine P1(A) et del'autreimpuret du
pi ge P1(ST) ;
le pic P3(N) correspond au passagedel' alanine P2(A)
et d'uneimpuret dupi geP2(ST);
lepic PA(N) est attribu auradical majoritaire. C'estla
seule fraction recueillie qui a permis d'obtenir un
spectre RPE ;

lepic P6(N) correspond celui du monom reP3(ST) ;
le pic P7(N) correspond au pic P4(ST) du dim re.

I+

I+

+ 1+

Toutefois certains d'entre eux n'ont pas pu tre
attribu s avec certitude :
+ le pic P1(N) na pas t attribu. Il n'est pas
syst matiquement observ et il N'apas t possible
d' obtenir un spectre RPE  partir de la fraction
recueillie;

lepic P2(N) semble treleradical minoritaire, maisil
a t impossibled' obtenir un spectreRPE  partir dela
fraction recueillie. Saforte absorption en UV (fig. 13)
montre bien qu'il s agit d' une esp ce diff rente des
autres.

Concernant cette derni re fraction, |'hypoth se de la
pr sence du radical minoritaire est mise, quoique son
spectre RPE n'ait pu tre misen vidence, et repose sur
plusieurs consid rations. Tous les travaux ant rieurs
montrant que les temps de r tention de divers radicaux
nitroxydes sont relativement proches 1" exception notable
du radical parasite [21], cette esp ce ayant t observ e
dans le m lange, I' ventualit qu'elle ait un temps de
r tention exceptionnellement long qui n'apas t observ ,
est faible. L"hypoth sed'uned composition partielle ou
totaledecetteesp cesur lacolonneest laplus probable et
peut treenvisag e Desessais bassetemp rature(7 C)
n'ont pas donn de r sultats diff rents. Une telle
instabilit del'esp ceminoritaire n'est malheureusement
pas impossible, bien que ce type de colonne aitd j t
utilis avec succ s pour s parer sans d gradation des
radicaux nitroxyde-tyrosyle [20]. Il reste 3 raisons
possibles pour expliquer |'absence d'observation du
radical par RPE. Lapremi reest!' ventuait d unetrop
faible quantit de radicaux dans la fraction recueillie,
inf rieure au seuil de d tection du spectrom tre. La
seconde est une d composition du radical lorsque sa

I+
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concentration est plus forte. Enfin, ce radical minoritaire
pourrait galement comme nous |'avons montr pour le
radical majoritaire se configurer lors de sa concentration
enuneesp cediamagn tique. Ladeuxi mehypoth seest
tr s probable car lors des exp riences de variation de
concentration, le radical minoritaire n'a pas t mieux
observ . De plus, sil a t possble d augmenter la
concentration du radical mgjoritaire, le gain obtenu a
toujours t inf rieur au rapport des volumes avant et
apr s concentration, signe d'uned composition partielle
du radical majoritaire.

Tableau 2
Pics des chromatogrammes des solutions aqueuses d' alanine
irradiée [P1(A) et P2(A)] et de piege [P1(ST) a P4 (ST)].

Pics |tgr (min) Observations

P1(A) 4.4 Produit de radiolyse de ' alanine
P2(A) 6 Alanine. Pic UV: maximum 217,8 nm
PL(ST) | 46 Impuret
P2(ST) 6,1 Impuret
PSD | 10 | g N i 2437 o
PAST) | 15 35 (dim reen quilitl)arie%(\e/ecle monom re)

Tableau 3
Pics des chromatogrammes de la solution de nitroxydes
[Pics N1(N) a N7(N)] en comparaison avec ceux des solutions
aqueuses d' alanine irradiée [P1(A) et P2(A)] et de piége

[PL(ST) a PA(ST)].
Pics (r::i?n) Pics Conclusions
PI(N)| 1,5 2 Non attribu et pas toujours
' observ
Produit de radiolyse de

I'alanine passant en m me
temps qu' une impuret du
pi_ge
Alanine passant en m me

P2(N)| 4 45 |P1(A) + P1(ST)

P3(N)| 55 |P2(A)+P2(ST)| tempsqu'uneimpuret du
pi ge
Non attribu @
PAN)| 67 PicUV : max. 237,8nm
P5(N)| 7.9 Radical majoritaire

PicUV : max. 269,7 nm

Pi ge sous forme monom re
PicUV :max. 243,7nm

Pi ge(dim reen quilibre
avec le monom re)

P6(N)[10 11|  P3(ST)

PI(N)[15 35|  PA(ST)

(a) peut treleradical minoritaire;
(b) unspectreRPEapu treenregistr  partir delafractionrecueillieapr s
CLHP.

3. Discussion

La solution de pi ge apr s dissolution de |'alanine
irradi e en phase solide est un m lange complexe que la
chromatographie apu s parer avec efficacit . Quoiquele
syst me se soit compliqu par I'ajout de nouvelles
esp ces, cette technique a mis en vidence que les
radicaux del' alanine ne constituent que desesp cesrares
au milieu de beaucoup d' alanine et d' autres produitsissus
de laradiolyse. M me dans ce cas, la solution, m lange
issu du pi geage de spin a permis une premi re
exploitation. Ind pendamment de toute simulation, et en
multipliant |e spectre des solutions de radicaux nitroxydes
par un facteur 2, 4, 8... quitte saturer le signal de
I'esp ce majoritaire, il a t possible d obtenir des
spectres du type de la figure 6-B. Une telle op ration a
donc permis d' apporter par |' observation de laforme du
spectre«triplet 1: 1: I» et «triplet 1: 2: 1» lapreuvede
la pr sence et de la structure chimique du radical
correspondant, Asz. Il a t galement possible d' estimer
les proportionsrelatives des deux esp ces, en utilisant les
intensit s des diff rentes raies. Sur |'ensemble des
spectres tudi s, on peut ainsi estimer que la proportion
relativedel'esp ceminoritaireest del'ordrede3% 4%
du total des deux esp ces observ es. A la suite des
exp riences effectu es, la preuve de |I'existence d' une
esp cetr smajoritaireestd montr eexp rimentalement,
cequi est galement confirm pour les deux autres acides
amin s tudi s. Les proportions mesur es pour ces
radicaux fils n'ont aucune raison d' tre diff rentes pour
les radicaux parents. Ces r sultats sont donc en
contradiction au moins apparente avec les travaux et
calculsdel' quipenorv gienne[1-3]. Les structures des
radicaux R, et R; propos spar cette quipedevraient tre
pi g sparlamol culepi gequi n'est pass lective. Cette
non-observation de ces radicaux pi g sen concentration
notable pourrait r sulter des hypoth ses de d part qui
r gissent ces simulations. L'existence suppos e, mais
probable, de forts couplages en milieu liquide entre
I" lectronc libataireduradical et safonction acide permet
desugg rer unenouvellehypoth se. Il pourrait galement
exister en phase solide de tels couplages dans la maille
cristalline. Cetypede couplageentrel’ lectronc libataire
du radical (immobilis dans la maille cristalline) et les
nombreuses fonctions «acide» et «amine» desmol cules
voisines au sein de la structure cristaline est possible si
lesdistancesinteratomiques (et/ouintermol culaires) sont
compatibles. Ind pendamment delapr senced' lectrons
c libatairesli saux radicaux, detels pontsexistent et sont
tr s stables en phase solide puisgu'ils permettent la
coh siondu cristal ionique. Ce sont d' ailleurscesm mes
ponts qui sont d truits lors de la dissolution |i e au
pi geage. Aingi, les radicaux pourraient n' tre que des
formes diff rentes (ici deux) d'un m me radical, le
«radical unique» ou «pur», les conformations spatiales
variables provenant d' une association de ce radical avec
desmol culesd' aanine voisinesou un radical voisin. En
effet, desr actionshi-mol culairesontd j t observ es
en phase solide: notamment une transformation d'un
radical glucose centr sur le carbone 6 en un radica
glucose centr sur le carbone 1 [18-21]. L'analyse du
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spectre RPE de I'danine irradi e en phase solide [6,7]
faisait tat d'un potentiel de 4 ou 5 esp ces radicalaires
diff rentesli esaux comportements diff rents des raies.
Pour la spectrom trie par RPE, ce qui est vu comme une
«esp ceradicalaire diff rente» aussi bien veut dire:

+ uneesp cechimiquement diff renteavec destypesde
noyaux, nombre de noyaux chimiquement identiques ;

+ une esp ce chimiquement identique mais dans un
environnement physiquement ou chimiquement
diff rent (ce qui modifie le spectre).

Ce serale cas par exemple selon que, dans la maille
cristalling, le radical form ( la place d'une mol cule
d'alanine) est proche de la fonction amine ou de la
fonction acide carboxyliqued ' unemoal culed aanine. En
phase solide, la configuration spatiale tant conserv e, le
radical apparat avec son spectre particulier. En phase
liquide, il peut se transformer pour atteindre une
configuration plus stable qui peut aller jusgqu’ le faire
«disparatre» pour des raisons de diamagn tisme par
exemple. Un | ment de preuveapu treapport par les
observations effectu es sur des spectres de haute
r solution. Des changements ont t observ s dans les
spectres RPE en phase solide pour desalaninesd' origines
commerciadles diff rentes et donc potentiellement
d'organisation interne de comprim sdiff rente[22] qui se
manifestent notamment lors de mesure en r ponse
angulaire. Ainsi, il est probable que les calculs de
simulation en phase solide ne prennent pas encore
suffissmment en compte les diff rentes conformations
possiblesli es leur environnement ; lesr sultats d' une
premi re tudesur cesujet sontsans quivoque[23,24]. 11
semble donc qu' en phaseliquide leradical majoritaire ou
minoritaire, (dans des conditions de pH ou de
concentration sp cifiques), puissent se pr senter comme
diamagn tiques. En phase solide, compte tenu d'une
teneur en eau qui ne peut pas tre nulle (voireimpos e
I"'aided untaux d humidit lev voisinde60 %[25]), le
pH intrapastille tout commeladose (qui fait augmenter la
probabilit deproximit desradicaux par | vationdeleur
concentration) doivent influencer la r partition des
conformations. Le moyen anaytigue quest la
spectrom trie par RPE, n'apporte alors que |'image
globale de cette r partition. Les changements dans le
spectre peuvent s observer par exemple au travers des
variations des rapports de pics [5] et/ou danslar ponse
angulaire [17]. En chimie des solutions, la r action de
deux radicaux identiques en une mol cule stable
diamagn tiquecontribue lapertedu signal RPE au cours
du temps. En phase solide une reconfiguration plus stable
du radica avec son environnement assurant un
diamagn tisme apparent est plus probable.

4, Conclusion

L'objectif tait d'obtenir les spectres RPE purs des
radicaux nitroxydes par pi geage de spin sur del'alanine
irradi e en phase solide afin d'identifier avec certitude le
radical majoritaire et le (ou les) radicaux minoritaires. Via
I'obtention de A; seul et de (A;+As3), cet objectif
d'identification qualitativea t atteint. Quantitativement,

les r sultats sont moins satisfaisants puisque I'esp ce
isol e Az qui correspondrait th oriquement Rz n'apu
tre obtenue. 1l est cependant possible par soustraction
d' obtenir le spectre de RPE «pur» del' esp ceminoritaire.

L'utilisation des spectres des poudres d'alanines
sp cifiquement marqu esobtenuslorsdecette tudeains
gue le pi geage de spin sur celles-ci, a apport des
informations d cisives. La poursuite de leur utilisation
dansdescomprim sprototypesainsi quelaconfrontation
avec des simulations pourraient apporter de nouvelles
informations.

Si les proportions obtenues ne permettent pas de
conclureen!' tat, ellesconfirment cependant lan cessit
d' essayer d' obtenir une courbed' talonnage uniquement
bas e sur le radica mgjoritaire R;. Cette fraction de
quel ques pourcents de radical minoritaireest unfrein  la
r duction desincertitudes tant qu' elle n' est pas matris e
danssaconstancepar uned convolution adapt eoud' une
mesure de R; dans le spectre 0 I'on est s r que la
contribution de Rz est nulle. Aujourd hui, les spectres
simul sdeR; et Rs, par I' quipenorv gienneou le LNE-
LNHB, ne permettent pas, eux seuls, de reconstruire un
spectre par combinaison suffissmment r aliste et proche
des spectres exp rimentaux observ s. La d convolution
est donc pour I'instant inapplicable.

Enfin, cette tude montre quelaconformation spatiale
desradicaux ser v lepluscomplexequepr vueen phase
liquide par des associations bi-mol culaires sous
I'influence du pH qui aboutissent des esp ces
diamagn tiques. Il semble vident qu' en phase solidecette
m me conformation spatial e en phase solide a priori plus
p renne, soit encore plus sujette  I'influence de ces
m mes param tres, et que de ce fait, elle soit observ e
dans le spectre RPE.
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