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Introduction






Les biomatériaux ont été développés pour préserver I'intégrité physique et le confort
de vie des personnes souffrant de déficiences fonctionnelles ou bien victimes de blessures.
Ils doivent suppléer les fonctions des organes 1ésés. Les biomatériaux se définissent gé-
néralement par 'usage auquel on les destine. Ils regroupent aussi bien des matériaux
artificiels (métaux, alliages métalliques, céramiques, matiéres plastiques) que des maté-
riaux d’origine naturelle (corail, nacre, cellulose, autogreffes, allogreffes, hétérogreffes .. .)
La chirurgie en charge de la réparation et de la restitution de l'intégrité fonctionnelle
constitue le domaine d’application le plus important des biomatériaux. Elle les place
dans une situation d’implantation sous contraintes biologiques, le milieu vivant étant
particuliérement corrosif.

Un biomatériau est défini comme “un matériau non vivant utilisé et con¢u pour inter-
agir avec des systémes biologiques 7 [1]. Les biomatériaux interviennent essentiellement
en orthopédie, en odontologie, en ophtalmologie et dans les systémes cardio-vasculaires.
Leur propriété est désignée sous le terme générique de biocompatibilité. Celle-ci est éva-
luée & ’aide d’essais in vitro et in vivo. Les notions de biotolérance, de biofonctionnalité,
de bioactivité, d’ostéo-formation, d’ostéo-induction et d’ostéo-conduction précisent cer-
taines caractéristiques des matériaux biocompatibles. Ils ne doivent pas introduire de
toxicité ni de réactions néfastes.

Les biomatériaux de comblement et de remplacement osseux représentent 1’alterna-
tive aux autogreffes et allogreffes. De nombreuses contraintes sont liées a 'utilisation des
greffes, du fait de la transmission des virus. L’équipe de physique nucléaire appliquée aux
biomatériaux du Laboratoire de Physique Corpusculaire de Clermont Ferrand réalise, de-
puis plusieurs années, des études sur les biomatériaux a usage orthopédique et participe
a leur caractérisation in vitro et in vivo & 'interface implant-tissu. Pour ce faire, elle
utilise des techniques issues de la physique nucléaire comme le marquage radioactif, 1’ac-
tivation neutronique, la fluorescence X induite par faisceau de protons [2]. La sensibilité,
la sélectivité et la spécificité de ces méthodes en font des outils complémentaires.

Notre équipe de recherche s’est d’abord intéressée a la cinétique d’ossification d’un
biomatériau naturel : le corail, et d’'un biomatériau synthétique : I’hydroxyapatite, par
I'intermédiaire des éléments Ca, P, Sr, Zn [3]. Le transfert de ces éléments, présents
parfois & 1’état de traces, de 'os vers I'implant est lié & la cinétique d’ossification de
cet implant. D’autres études complémentaires sur des hydroxyapatites dopées et sur des
céramiques de phosphates de calcium biphasiques (75% hydroxyapatite, 25% phosphate
de calcium tricalcique) ont montré que la cinétique de résorption d’un matériau pouvait
étre influencée par des dopages [4]. Plus récemment, dans le cadre d’un contrat européen,
I’étude de différents bioverres, matériaux de recouvrement de prothéses métalliques, a
montré Pancrage et la résistance a la corrosion de celles-ci [5][6]. Ces travaux ont été
élargis a I’analyse des tissus environnant les prothéses implantées, en particulier par une
étude de la contamination et par la modélisation & l'aide de la théorie de la percolation
de la résorption osseuse de biomatériaux poreux [6][7].

Nous complétons ici les travaux précédents en nous intéressant aux biomatériaux
métalliques, utilisés comme implants articulaires et & la contamination des tissus voisins,
ainsi qu’a la structure des débris.

!selon la conférence de consensus, réunie & Chester (Grande Bretagne) en mars 1986, a I'initiative de
la Société Européenne des Biomatériaux



Grace a leur couche protectrice d’oxyde métallique en surface, les métaux biocompa-
tibles ont la faculté de résister & la corrosion in wvitro, dans un environnement statique.
Toutefois, immergés dans un milieu biologique, la couche de passivation peut se briser
sous effet de différents facteurs [8][9]. Une présence importante de particules métalliques
dans le tissu provoque une coloration caractéristique de ce dernier, appelée métallose
[10][11]. La nature, la taille, la morphologie, ’état de surface et la quantité de débris
sont autant de paramétres qui influencent les réponses de 'organisme vis & vis des corps
étrangers. Ils peuvent aboutir & un échec thérapeutique. L’ostéolyse “macrophagique” est
le facteur principal du descellement [12].

La caractérisation des débris relatifs aux prothéses totales de hanche est désormais
bien établie [13]. La prothése de genou, dispositif prothétique plus récent, réclame en-
core un certain nombre d’études [14][15][16]. La prothése de genou géneére de plus gros
débris et en plus grande quantité. Ces constats sont liés probablement & la différence de
conformation entre l’articulation du genou et celle de la hanche [16][13]|. Une description
des débris particulaires des prothéses de genou améliore la compréhension de 1’osteolyse
et des pertes aseptiques [15]|. Leur migration dans l’articulation surtout entre 'implant
et l'os favoriserait ce phénomeéne [17]. De plus, leur caractérisation au niveau de cette
articulation est le meilleur moyen de confronter les débris in vivo avec ceux obtenus in
vitro, qui sont parfois en désaccord avec les résultats expérimentaux [18].

Il existe plusieurs prothéses correspondant & différentes situations. Le type d’implant
concernant nos travaux est la prothése de genou unicompartimentale. Elle s’insére dans
le traitement des arthroses limitées, lorsqu’un seul compartiment de l'articulation est
atteint. Ce type d'implant est caractérisé par une grande conservation du capital osseux,
un faible taux de complication et de morbidité, et une grande préservation des ligaments.
Au bout de 10 ans, 80% a 90% des prothéses sont toujours en place [19].

Notre travail de recherche contribue & caractériser les débris d’usure des prothéses de
genou, lors de reprise des implants, et plus particuliérement ceux des prothéses unicom-
partimentales dont les études sont peu nombreuses. Notre approche est de spécifier les
débris métalliques présents dans les tissus périprothétiques per-opératoires métallosés &
la fois d’un point de vue quantitatif et qualitatif, mais aussi de déterminer dans la mesure
du possible la dimension, la forme, la nature des débris, ainsi que leur comportement
migratoire. La méthode P.I.X.E, associée aux protocoles d’échantillonnages adéquats,
autorise ’analyse de zones étendues. L’ensemble des informations récoltées associe les
teneurs obtenues aux réponses biologiques par la mise en place d’un protocole combinant
P.I.X.E et histologie sur la méme zone. En mettant en oeuvre des techniques nucléaires,
nous avons voulu nous assurer de l'innocuité des divers implants vis & vis de la radioac-
tivité résiduelle & I'aide d’un systéme de détection & ultra bas bruit de fond.

Pour la réalisation de ces travaux pluridisciplinaires, ’équipe travaille en collabora-
tion avec des chirurgiens, des biologistes et des histologistes.

Par conséquent ce travail est constitué par :

- une premiére partie introductive ou 1’état actuel des biomatériaux est passé en re-
vue, comme leurs principales propriétés mécaniques, physiques, chimiques et les



phénoménes d’usure. Dans cette partie, on décrit la particularité de la prothése
unicompartimentale.

- une deuxiéme partie ol les méthodes expérimentales sont présentées.

- une troisiéme partie consacrée aux résultats et a leur interprétation. Nous établissons
les degrés de contamination, la composition en éléments majeurs organiques de nos
cibles afin de réaliser ’analyse quantitative par le logiciel GUPIX. La localisation
et la profondeur de migration des débris sont établies. Des informations sont four-
nies sur le type de débris majoritairement rencontrés, leur nature, leur dégradation
et leurs dimensions. Nous présenterons une méthode couplant I’analyse PIXE a
une analyse histologique sur une méme zone, corrélant les réactions biologiques
aux teneurs métalliques. Un dernier chapitre porte sur la mesure de la radioacti-
vité résiduelle de plusieurs sortes de biomatériaux utilisés en site osseux avec des
références de fémurs humains.



10
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Chapitre 1

Les matériaux employés comme
substituts orthopédiques

Plusieurs thérapies chirurgicales font appel aux biomatériaux. La Société Européenne
des Biomatériaux a retenu la définition consensuelle suivante : “un biomatériau est un
matériau non vivant utilisé dans un dispositif médical destiné & interagir avec les sys-
témes biologiques”. Cependant, ces biomatériaux implantés doivent répondre & un certain
nombre de critéres pour pouvoir étre intégrés et perdurer dans l'organisme vivant. Ils
doivent étre biotolérants, biocompatibles et biofonctionnels. De nombreux mécanismes
d’interactions ont lieu entre ces matériaux implantés et les tissus du corps vivant, ils
peuvent se situer au niveau chimique, mécanique ou biologique, faisant de 1’étude des
biomatériaux un domaine pluridisciplinaire. Il est possible de les classer en quatre caté-
gories [1] :

Les métaux et alliages métalliques
Les céramiques au sens large

Les polyméres et la matiere molle
Les matériaux d’origine naturelle

Notre équipe travaille plus particuliérement sur la caractérisation des biomatériaux
liés & lorthopédie (prothéses ou substituts osseux, matériau de comblement, de recou-
vrement, d’ancrage ...).

1.1 Les apatites biologiques et autres greffes

Les cristaux d’apatites biologiques sont les principaux constituants des os et des dents.
Ces apatites biologiques appartiennent a la grande famille chimique des phosphates de
calcium qui constituent la phase minérale majeure des tissus durs des vertébrés. La
formule chimique générale des apatites est représentée par :

Mip(XO4)6Ys (1.1)

dans laquelle M est un cation bivalent (Ca, Sr ...), XO4 un anion trivalent (POy,
AsQOy ...) et Y un anion monovalent (F, Cl, Br, I, OH ...).

Les apatites cristallisent généralement dans le systéme hexagonal. La caractéristique
essentielle de cette structure est de former des solutions solides et d’accepter un grand
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nombre de substituants. Le calcium de l'os peut ainsi étre remplacé par d’autres ions
bivalents mais aussi par des ions monovalents (Nat, K1), trivalent (La, Eu, Ga) ou par
des lacunes. X Oy se voit substitué par des ions bivalents (COs, SOy, ...). Le second site
anionique Y peut étre substitué par des ions bivalents (COs, O ...).

Les apatites carbonatées ont comme formule chimique :

Cag(PO4)4(003)2 (1.2)

Le apatites biologiques sont définies dans la plupart des cas comme des apatites
phosphocalciques carbonatées plus ou moins lacunaires. De nombreux éléments mineurs
ou traces complétent sa formule chimique. Ces apatites osseuses contiennent 99% des
réserves de calcium de Porganisme et 85% de celle du phosphore. Elles permettent le
stockage de nombreux éléments minéraux essentiels comme Mg, Na, et K. Elles ont la
particularité de fixer certains éléments toxiques et/ou radioactifs parfois difficilement
éliminés (Pb, Ba, %0S7). Les phosphates de calcium apatitiques s’adaptent aux différents
tissus grace & une grande fléxibilité et une capacité a accepter de grands écarts a la
stoechiométrie (émail dentaire, os minéral ...). La composition chimique des apatites
biologiques varie selon les espéces, les tissus considérés, I'adge des individus et le régime
alimentaire. Dans l'os, 'apatite est associée & une matrice organique (fibres serrées de
collagéne) qui en fait un matériau aux propriétés mécaniques remarquables de faible
masse volumique 2,3 g/cm3.

Un phénomeéne de maturation de la matrice osseuse est lié & une matrice de plus en
plus carbonatée et de mieux en mieux cristallisée. Cette maturation est réguliérement
interrompue par une dissolution du tissu et de sa reformation (ostéoclastes et ostéo-
blastes). Un minéral trop bien cristallisé et peu réactif ne serait plus & méme de remplir
ses fonctions. Le minéral osseux peut étre décrit par une formule unique :

CCL873(PO4)473(HPO4,003)1,7(OH, 003)073 (13)

Le minéral reste trés lacunaire avec 1'age, bien que le rapport COs/H PO, augmente.
La maturation de I’émail se traduit par une amélioration de I’état cristallin et ces apa-
tites perdent une grande partie des anions bivalents.

Un grand nombre d’apatites biologiques prélevées au niveau des fémurs, ont fait 1’ob-
jet de mesure de faible radioactivité, afin d’évaluer la pollution radioactive résiduelle.
Il faut distinguer les autogreffes, allogreffes et xénogreffes. L’autogreffe, dans les cas de
réparation osseuse, est un os provenant du patient lui méme, assurant une parfaite tolé-
rance immunologique et une ostéo-induction. L’inconvénient de ce type de greffe est la
présence d’un deuxiéme site opératoire et une morbidité non négligeable. Les allogreffes
proviennent d’un autre sujet humain. Ce genre de produit nécessite des critéres de sé-
lection et de controle importants au niveau des maladies susceptibles d’étres transmises.
Les os humains de banque subissent des traitements avant implantation. Les xénogreffes,
greffes d’origine animale, peuvent présenter un facteur de transmission de maladie (ESB
pour les xénogreffes d’origine bovine par exemple). Le corail et la nacre sont principale-
ment constitués de carbonate de calcium et ne sont pas des phosphates de calcium.
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1.2 Les substituts non osseux

1.2.1 Les céramiques

Les céramiques sont des solides plus ou moins cristallisés contenant des phases a-
morphes. Ces matériaux se situent entre les polymeéres et les métaux. Les céramiques de
synthése se déclinent selon plusieurs produits (hydroxyapaptite HA, phosphate trical-
cique béta B-TCP et les biphasés BCP). Elles constituent des biomatériaux directement
utilisables aprés leur mise en forme. Elles sont aussi bien utilisées en chirurgie osseuse
que pour réaliser des traitements de surface afin d’améliorer la cinétique de croissance
osseuse au contact de I'implant [20]. Les biomatériaux en phosphate de calcium sont des
céramiques bioactives et biocompatibles. La bioactivité est définie comme 1’établissement
de liaisons chimiques entre I'implant et ’os avoisinant, caractéristique dépendant direc-
tement des propriétés chimiques et physico-chimiques du matériau. Ce comportement
s’oppose aux céramiques bio-inertes comme ’alumine. L’hydroxyapatite (HA) est trés
proche des apatites biologiques :

Calo(PO4)6(OH)2 (1.4)

Le rapport atomique Ca/P (1,67) est moins élevé que celui de la poudre d’os en
raison de la non stoechiométrie des apatites biologiques. L’ HA pure est le phosphate de
calcium le moins soluble. Les phosphates tricalciques béta (B-TCP) ont la particularité
de substituer certains atomes de calcium par du magnésium modifiant ses propriétés de
dissolution. Les principales impuretés dans les HA sont la présence de phase de B-TCP
a hauteur de quelques pourcents. La formule chimique du B-TCP est :

Caz(PO4)2 (1.5)

Des mélanges volontaires de HA et de B-TCP formant des céramiques bi-phasiques
(BCP) offrent I’avantage de créer des biomatériaux dont la résorption et la substitution
osseuse sont controlées. L’ostéoconduction est la migration des cellules osseuses de voi-
sinage favorisant la formation de matrice osseuse dans le biomatériau.

Les bioverres sont des céramiques bioactives dues a la présence de calcium, de silice et
d’ions phosphates. Ils sont utilisés comme matériau de recouvrement et de comblement.
Ils aboutissent & la formation de cristaux d’apatites & la surface du matériau. Le poly-
éthyléne et les métaux sont aussi des substituts non osseux et entrent dans la fabrication
des protheéses.

1.2.2 Le polyéthyléne

Le polyéthyléne fait partie de la famille des polyméres vinyliques issus de la poly-
mérisation de I’éthyléne. Les matériaux varient en fonction du poids moléculaire, de la
cristallinité, de la ramification ...Le polyéthylene PEBD (polyéthyléne basse densité)
posséde une molécule ramifiée tandis que pour le polyéthyléne PEHD (polyéthyléne de
haute densité) les molécules sont arrangées de fagon linéaire. Le poids moléculaire du
PEBD et du PEHD est généralement de 'ordre de 200 000 & 500 000 Da. 'UHMWPE
(Ultra High Molecular Weight Polyethylene) est caractérisé par un poids moléculaire de
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Pordre de 1 & 10 millions. Le module d’élasticité (tableau 1.1) est difficile & mesurer car
le domaine élastique est influencé par la forme de la piéce.

Les trois mécanismes d’usure sont I’abrasion (surface rugueuse, processus a trois corps
avec des particules dures ...), 'adhésion avec la création d’un film de transfert sur la
surface de frottement (remplissage des cavités et des aspérités, les chaines sont orien-
tées suivant la direction du glissement) et la fatigue. Lorsque les charges dépassent la
limite de fatigue des fissures apparaissent. Les contraintes dans les prothéses de genou
sont plus importantes que dans les prothéses de hanches [21]|. D’autres facteurs tels que
le lubrifiant et 1’état de surface influencent I'usure. Les surfaces articulaires en titane
(TA6V) possédent une résistance faible & I’abrasion. Ce matériau est sujet aux rayures
et devient abrasif vis & vis de 'UHMWPE. L’efficacité des prothéses de genou est di-
rectement reliée a la durabilité du composant tibial en UHMWPE. Le probléme d’usure
de cette partie de la prothese est multi-factoriel (géométrie, caractéristiques mécaniques,
stockage, stérilisation, réticulation . . .)

1.2.3 Les métaux
Propriétés

Les premiers biomatériaux employés furent les métaux. Ils n’ont cessé d’évoluer au
gré des problémes liés & leur utilisation dans un organisme vivant. Souvent, le rajout
d’un autre élément métallique dans un métal pur améliore ses propriétés. Aujourd’hui,
il existe trois grandes familles d’alliages employées comme implants ou protheses :

Les alliages inoxydables, les plus utilisés en quantité.
Les alliages a base de cobalt.
Les alliages a base de titane.

Les métaux sont des matériaux qui cristallisent généralement sous une structure héxa-
gonale compacte (h.c) ou cubique face centrée (c.f.c). Les cristaux métalliques possédent
des propriétés spécifiques définies a l’aide de paramétres, fonction de la résistance, de
la ductilité, de la conductivité ...Ces propriétés sont liées au nombre et au type d’im-
perfections : la vacance, 'imperfection interstitielle, les atomes de substitution (alliage),
les dislocations ...La résistance mécanique définit 'aptitude d’un matériau & supporter
des charges sans déformations inacceptables ni déficiences. Cette résistance mécanique
globale dépend a la fois des propriétés mécaniques intrinséques et de la mise en forme
du métal ou de 'alliage.

L’élasticité est une déformation réversible du métal, lors du relachement de la contrainte
exercée, les atomes reprennent leur position initiale. Le domaine élastique d’un métal est
décrit par la loi de Hooke :

o = Fe (1.6)

Cette équation relie la contrainte o (N/m?) a la déformation € (en %) par l'intermé-
diaire du module d’Young E. Le module d’élasticité E mesure la rigidité de la matiére.
Suivant le contexte médical (patient jeune, fonction de I'implant ...), des matériaux plus
ou moins rigides seront employés.
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Des phénomeénes irréversibles apparaissent lorsque la contrainte augmente au-deld du
domaine élastique. Les matériaux fragiles se rompent dans le domaine élastique tandis
que les matériaux ductiles se déforment définitivement. Le mécanisme responsable de la
plasticité est le glissement d’un plan réticulaire d’atomes par rapport a un autre. Au-dela
d’une certaine contrainte, les matériaux ductiles se rompent a leur tour. L’écrouissage
est un changement des propriétés mécaniques lorsqu’ils sont déformés apres le domaine
¢élastique. Un matériau plastique ou ductile présente une certaine malléabilité. La résis-
tance a la traction est la contrainte maximale supportée par le matériau en traction. La
ductilité des matériaux est décrite par ’allongement en pour cent & la rupture et la di-
minution en pour cent de la section transversale la plus petite au moment de la rupture.

Module | Limite Charge Limite Ductilité Potentiel | Densité
Biomateriaux d’Young | d’élasticité | de de (along.en de rup-

E (MPa) rupture fatigue %) ture

(MPa) (MPa) (MPa) (Volt)
Titane pur 105 692 785 430 10-23 9 4,5
Ti-6Al-4V 100-110 | 850-900 860-970 330-610 | 10 25 4,5
CoCrMo 200-230 | 275-1585 600-1795 | 400-580 | 8-65 0,87 8,3-9,2
Acier inox 316L | 200 170-750 465-950 400-500 | 12 -40 0,2 7,9
UHMWPE 0,5 20 30 - 200-350 - -
Os 10-40 - 90-140 - - - 2,3
Cartilage 0,001- - - - - - -
osseux 0,17

TaB. 1.1 — Propriétés mécaniques et électriques de certains biomatériaux utilisés en
orthopédie [22](23][24][25].

D’autres notions liées a 'utilisation des matériaux tiennent compte du facteur temps.
Le fluage est la partie de la déformation supplémentaire due & une contrainte constante
pendant une durée permanente. La fatigue est liée & un phénomeéne de charge fluctuante
ou bien répétée. Elle se caractérise par une perte de résistance, une perte de plasticité,
une augmentation de l'incertitude sur la perte de la résistance et de la longévité. Elle se
manifeste par la formation de fissures. La dureté est employée pour décrire le compor-
tement en surface d’'un matériau en mouvement. Elle résulte des interactions des forces
interatomiques qui agissent sur la surface du matériau. Dans beaucoup de corps, la ma-
tiére de la surface est différente de celle de 'intérieur. La mesure de la dureté est faite
en surface ou bien a proximité. Une définition adéquate de la dureté est la résistance a
une déformation permanente de sa surface (en forme de rayure, de pénétration ou d’em-
preintes). Une matiére qui en raye une autre est plus dure. Le diamant est le matériau le
plus dur. Une autre mesure de la dureté est le rapport de la profondeur de pénétration
du pénétrateur dans la surface sur la force nécessaire.

Il est évident que 'élasticité, la plasticité, la zone de rupture, le fluage, la fatigue
et la dureté sont des grandeurs dont il faut tenir compte pour réaliser des implants.
Le dispositif prothétique, sa fonction, son emplacement, sa géométrie et le matériau de
contact orientent le choix du métal. En outre, les biomatériaux implantés et immergés
dans un milieu physiologique sont soumis & des phénomeénes de corrosion.
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Les métaux employés comme biomatériaux

Meyrueis [23] et Gotman [25] résument les caractéristiques et les propriétés que
doivent posséder les métaux ou leurs alliages, afin de répondre aux critéres de biocompa-
tibilité, de résistance a la corrosion et de qualité mécanique suffisante pour se substituer
aux organes défaillants. De nombreux métaux purs ont été utilisés par les chirurgiens
mais leurs propriétés étaient parfois insuffisantes : le fer ne résiste guére a la corrosion,
le plomb est toxique, le cuivre est peu biocompatible et peu résistant mécaniquement,
comme le platine ou 'or. Le seul métal utilisé pur est le titane. Aujourd’hui, trois grandes
familles d’alliage se dégagent et répondent aux critéres évoqués précédemment : les aciers
inoxydables, les alliages & base de cobalt et les alliages & base de titane. Le corps étant
un milieu trés corrosif, les alliages utilisés devront posséder une couche de passivation
régénérative, mais la combinaison de deux types d’alliages pour réaliser un dispositif
prothétique devra prendre en compte la corrosion galvanique. La rigidité (propriété a
s’opposer & une déformation), la fléxibilité (déformation facile du métal) viennent com-
pléter les critéres de choix. L’écrouissage d’un métal, déformation dans sa zone plastique
par forgeage, par étirage, par laminage & froid modifie les propriétés mécaniques. Le
réchauffement ou recuit dans une certaine gamme de température permet de restaurer
certaines des qualités initiales désirées.

La limite de fatigue appelée aussi limite d’endurance correspond souvent a 50 % de la
charge de rupture. La réalisation de protheses articulaires exige des implants une charge
de rupture élevée car les contraintes qu’ils supportent sont considérables. La rigidité
élevée des alliages chrome-cobalt et des aciers inox ne propage pas une grande partie
des contraintes exercées par 1'os. Le TA6V, deux fois plus élastique, parait la meilleure
solution pour la réalisation de prothéses articulaires [23].

Les aciers inoxydables

Les aciers inox sont les plus couramment utilisés comme biomatériaux, dans le cas
de prothéses définitives internes. Les propriétés mécaniques et corrosives de cet implant
sont standardisées par la norme ISO 5832-1 et ASTM. Le meilleur acier orthopédique
est le 316L, norme frangaise NF S90 401. Ces implants ne présentent aucun inconvénient
durant I’analyse par résonance magnétique du fait de leur amagnétisme [26]. La densité
de lacier (tableau 1.1) correspond & deux fois celle du titane. A dimensions similaires,
les prothéses en acier inox sont plus rigides et plus dures que celles en titane. Les alliages
a base de titane remplacent les prothéses en aciers inox pour les personnes allergiques
au nickel. De ce fait, de nouveaux alliages acier inox contenant de ’azote a la place du
nickel sont en cours d’évaluation : ils possédent des propriétés mécaniques renforcées et
une bonne résistance a la corrosion [26].

Les alliages a base de cobalt

Les alliages a base de cobalt sont trés durs et peu déformables. Il faut distinguer les
alliages a couler (NF S90 402), cas de nos prothéses, caractérisés par une forte proportion
de cobalt, de chrome et de carbone, de ceux a forger et mis en forme a froid (NF S 90
403, 406, 407).
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Ils sont amagnétiques, de grande résistance, biocompatibles et destinés & la fabrica-
tion de prothéses de genou, de hanche, d’épaule. Ils sont implantés sur le long terme.
Les deux alliages les plus utilisés aujourd’hui sont ISO 5832-4 et ISO 5832-12 [27]. Les
teneurs en Cr, Mo, Ni, Mn, Fe sont indiquées dans le tableau 2.2. De nombreuses proprié-
tés découlent de la structure cristallographique du cobalt, dans laquelle la solution solide
du chrome et du molybdéne a des effets de renforcement. Le chrome augmente la résis-
tance a la corrosion et la dureté. Les propriétés mécaniques dépendent directement de
la microstructure : plus les grains sont fins et homogeénes, plus les propriétés mécaniques
sont bonnes [27]. De fagon générale, les alliages forgés possédent de meilleures propriétés
mécaniques que les alliages moulés [27]. L’érosion peut détruire la couche de passivation
d’oxydes de chrome mais elle a la faculté de se reconstituer. L’emploi d’alliage & base de
cobalt avec de I’acier inox est déconseillé tandis que 1’association avec des alliages & base
de titane n’engendre pas de corrosion galvanique.

Globalement ces alliages présentent de bonnes propriétés mécaniques, une bonne
résistance a la corrosion et un bon comportement vis a vis de la déterioration, c’est un
alliage idéal pour des prothéses destinées au long terme.

Les alliages a base de titane

Le titane pur

Le titane est un matériau léger (tableau 1.1), son point de fusion se situe a 6 =
1670°C. C’est un élément qui entre dans la composition d’alliages légers, caractérisés par
une résistance a la fatigue élevée, une bonne stabilité thermique et une résistance a la
corrosion intrinséque remarquable. Le titane non allié posséde une structure héxagonale
compacte pour une température inférieure a 882°C' appelée phase « et une structure cu-
bique face centrée, phase 3, au dessus de cette température. L’ajout d’impuretés comme
I’azote, le carbone ou 'oxygéne augmente la dureté et la résistance mécanique en général,
au détriment de la ductilité.

Les alliages a base de titane

L’addition d’éléments métalliques a une matrice de titane permet d’élargir et de
stabiliser plus ou moins les domaines des phases a ou & température ambiante. La
proportion de ces phases est liée aux différents processus de fabrication et de traitement
thermo-mécaniques [28]. Les éléments métalliques d’addition influencent la température
de transformation ou de transition de phase o = f. Ils se substituent aux atomes de
titane. Les éléments alphagénes favorisent la présence de phase « et les bétagénes la
phase (3. Un troisiéme type d’élément est considéré comme neutre (Zr et Sn). Au gré
des associations d’éléments alphagénes et bétageénes, il est possible de fabriquer trois
catégories d’alliages & base de titane, & température ambiante.

Les alliages alpha : Ils contiennent une grande quantité d’éléments alphageénes, et
parfois une petite quantité d’éléments bétageénes renforcant la phase beta (cas des
alliages super alpha). Ils sont quasiment constitués de phase alpha. La phase alpha
est une solution solide de substitution ou les atomes alphagénes, voir bétagénes, se
substituent & certains atomes de titane aux sites normaux du réseau. L’aluminium
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est le principal élément alphagéne. Plus sa teneur augmente plus la plasticité de
I’alliage diminue.

Les alliages alpha-beta : Ils contiennent les deux phases en équilibre au sein de 1’al-
liage. Leur proportion est liée a la quantité d’éléments d’addition et au processus de
fabrication thermo-mécanique (figure 1.1). Le vanadium particuliérement soluble
dans la phase (3 présente la particularité d’étre partiellement soluble aussi dans la
phase «, sa solubilité maximale dans cette phase étant de 4 % a 650°C' environ
[29].

Les alliages beta : Ils sont constitués principalement de phase beta stable ou méta-
stable.

Phase BETA

METASTABLE | STABLE

- -

TEMPERATURE —»

% d'élément bétagéne

FiGg. 1.1 — Pseudo diagramme de phase binaire des alliages en titane pour les éléments
bétagenes [22].

Le TA6V

La teneur en éléments métalliques du TA6V est rappelée dans le tableau 2.2. La
présence de phase a a hauteur de 30 & 80 % et donc d'une phase [ est liée au forgeage
a chaud. Plus la température de forgeage est élevée, plus il est facile de le forger, mais
alors intervient le probléme des phases. La température de transition a + 8 = 3 est
située vers les 995°C. Le forgeage en phase (3, c’est & dire & une température supérieure
a4 995°C, implique que la seule phase présente est la phase 3. Un forgeage en a + 3, se
situant en dessous de cette température de 995°C' permet aux deux phases « et G d’
exister, sous certaines conditions de recuit.

forgeage en 3 : Ce type de traitement du TAGV est caractérisé par une résistance
mécanique et une ductilité médiocres. Lors du refroidissement, la phase 3 se dé-
compose en phase a en prenant une forme de structure en forme d’aiguilles [28].

20



forgeage en o + (3 : Plusieurs types de phases peuvent étre présents & température
ambiante. La phase « primaire, initialement présente lors du forgeage & chaud, est
souvent présente sous forme de grain équiaxe; la phase § transformée, issue de la
transformation de la phase 3 présente a l’origine en phase «, a un aspect aciculaire
ou globulaire. Cette forme dépend de la température du recuit et du traitement
mécanique associé, par exemple laminage. Enfin, il peut exister une phase § a
température ambiante & condition que le recuit se fasse a partir de 700°C), elle
se présente sous forme de petits globules souvent dispersés dans une matrice de
phase «, la proportion de phase (3 est d’autant plus élevée que la température est
supérieure & cette température seuil de 700°C. Une telle structure est caractérisée
par une bonne ductilité. Le matricage des alliages de type a4+ § par un forgeage
en 0 est exclu pour cette raison et ’opération de forgeage doit donc se situer en
dessous de la température de transition, aux alentours de 930°C.

Lorsque le TAGV est traité en mode J, il est impossible de régénérer par un traitement
thermique dans le domaine de température o 4 3, une structure fine équiaxe. Les struc-
tures aciculaires possédent une ductilité médiocre comparées aux structures équiaxes.

Les caractéristiques mécaniques a température ambiante de 1’alliage TA6V sont étroi-
tement dépendantes de son état microstructural. Lorsque les recuits sont effectués dans
la gamme 700-1000°C, il y a apparition de la phase 8 qui est d’autant plus forte que cette
température est élevée. La structure de l’alliage TA6V correspond alors & un agrégat de
cristaux de phase o primaire, relativement ductile, et d’ex grains de phases 3 décomposés
plus ou moins complétement et de résistance beaucoup plus élevée.

L’augmentation de la proportion de ces grains § avec la température de recuit se
traduit par une augmentation de la dureté, de la limite d’élasticité, de la résistance &
la rupture ainsi qu’a une diminution de la ductilité. De ces deux effets antagonistes, il
résulte une température de recuit qui confére & l’alliage le maximum de ductilité et le
minimum de résistance. Une autre phase nommée o’ de structure héxagonale compacte
résulte de la décomposition trés rapide de la phase ( consécutivement & un excés d’élé-
ments alphagénes (super saturation) [30]. La composition de la phase o est trés proche
de la phase /3 et ses paramétres trés peu différents de la phase . Une autre phase appelée
[ métastable est issue d’un déséquilibre local en élément bétagene [31]. Lors du refroi-
dissement, les plages « s’enrichissent en aluminium et s’appauvrissent en vanadium, la
situation étant inversée pour les plages § transformées.

La température de recuit influence le type de phase & température ambiante, leur
forme et leur dimension. Le processus de refroidissement contribue aussi a ’aspect mi-
crostructural final dont dépendent les propriétés mécaniques [31]. Il peut y avoir des im-
perfections de fabrication se traduisant par des zones fortement enrichies en aluminium
(assez molles) ou bien en vanadium, probléme rejoignant les modifications de phases.
Une trop grande quantité d’oxygeéne ou d’azote favorise ’apparition de la phase « pro-
voquant une fragilisation de l’alliage [30]. Par exemple lors d’un recuit a 1230°C, un
refroidissement par trempage & ’eau fera apparaitre des phases J métastables alors
qu’un refroidissement sous vide favorise une structure de phase alpha équiaxe avec des
phases beta intergranulaires [31].
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Les implants en alliage a base de titane

Pohler [15] décrit les atouts principaux des implants & base de titane. Ils ont prouvé
leur excellente biocompatibilité et leur résistance a la corrosion, leurs caractéristiques
principales sont un faible poids ainsi qu’une grande résistance mécanique. La principale
forme du titane dans la nature est sous forme d’oxyde 7902, mais il posséde une grande
affinité avec I’hydrogéne, 'azote et le carbone. Les propriétés du titane pur dépendent
de la teneur en éléments traces en azote, carbone, hydrogéne, fer et oxygéne [15]. Plus le
titane est pur, plus il est plastique.

Certains implants doivent avoir une déformation plastique suffisante pour entourer
I’os, par exemple dans le cas de plaque. Le titane pur ainsi que ses alliages ont en général
un faible module élastique, offrant une plus grande fléxibilité que les autres métaux, les
polymeéres mis & part. Ses propriétés peuvent étre modifiées dans une certaine mesure
grace aux alliages [15].

Les alliages & base de titane existent généralement sous forme o + 3 mais certains
alliages (8 auraient un module élastique encore plus faible, une meilleure résistance a la
corrosion et une plus grande ductilité, ainsi qu'une meilleure résistance mécanique par
rapport aux alliages o + 3.

Les alliages a+ 0 fréquemment employés sont T —6Al—TNb et le Ti—6Al —4V . Les
alliages Ti— 15Mo et Ti— 15Mo—5Zr — 3Al de phases 3 sont en cours d’homologation,
le molybdeéne stabilise cette phase § & température ambiante. La présence d’irrégularités
dans la structure de I’alliage dues aux instruments peut étre & l'origine de contraintes
ou de cisaillements. En général, les alliages de titane de phases « + 3 sont plus sensibles
aux entailles que les phases (3. De nombreux processus de fabrication tiennent compte
de cette sensibilité aux entailles afin de diminuer les changements abruptes de forme et
les contraintes localisées.

Les alliages de titane sont utilisés dans la fabrication des vis pour les os, des plaques
stabilisatrices et dans tous les systémes demandant une grande résistance aux contraintes
de charge. Leur faible module d’élasticité est idéal pour les prothéses destinées aux
enfants. La corrosion galvanique n’apparait pas entre un élément en titane pur et un
alliage & base de titane. De nouvelles classes d’alliages stables 3 qui améliorent certaines
propriétés mécaniques vont étendre & ’avenir la gamme d’alliage a base de titane [32].

Conclusion sur les biomatériaux métalliques

Les matériaux utilisés en chirurgie tombent dans la catégorie des métaux passifs, qui
se caractérisent par une couche d’oxyde en surface.

Les aciers et les alliages a base de cobalt se couvrent d’ une couche d’oxyde de chrome
Cr90s. Les alliages a base de titane voient leur surface protégée par une couche d’oxydes
de TiO3. Le potentiel de rupture au repos (tableau 1.1) caractérise la résistance a la cor-
rosion [25]. Il en résulte que le titane et ses alliages ne corrodent jamais, ceux a base de
cobalt rarement. Le matériau 316L stainless est celui suceptible de se corroder le plus
souvent. Les différentes corrosions et phénomeénes d’usure rendent complexe I'interaction
du milieu avec 'implant. Des ions issus de la couche de passivation peuvent se retrouver
dans le tissu, le sérum ou l'urine en haute teneur. Pour le titane, cette contamination est
bénigne car il est stable chimiquement [33].
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Sous des conditions statiques, sans aucun frottement ni mouvement entre les métaux,
I’association d’alliage & base de titane et de cobalt n’accélére pas la corrosion galvanique.
Par contre, des couples acier inox-alliage & base de cobalt ou acier inox-alliage & base
de titane ont un comportement trés instable. Il est recommandé d’utiliser des couples
appartenant & la méme famille, car ces alliages possédent un potentiel chimique proche
voire identique.

La présence de mouvements et de frottements dégrade rapidement un implant, dans
le cas ou la couche d’oxyde est abrasée. La corrosion galvanique, entre la tige fémorale
en TA6V et une téte fémorale en Co-Cr-Mo par exemple, est fréquente. Dans des al-
liages & base de cobalt, une usure par corrosion intergranulaire provoque une dissolution
sélective du cobalt et la formation de particules riches en carbone et recouvertes d’oxyde.

Dans un objectif de prothése & long terme et de survie de 'implant, l'intégrité mé-
canique de la couche d’oxyde est essentielle & cette stabilité. Tous les phénomeénes qui
peuvent se produire & l'interface métal-oxyde-solution, doivent étre pris en compte. De
nombreuses prothéses ont échoué a cause d’une mauvaise fabrication, de mauvais alliages
sélectionnés ou d’une mauvaise combinaison de couple métal-métal.

Les tissus entourant des implants modernes peuvent inclure des zones de résorption
osseuse et d’encapsulation fibreuse, avec des réponses aux corps étrangers. Jacobs [33]
relate les effets systémiques & court et & long terme. Les implants, ainsi que leur débris
d’usure, peuvent relarguer des ions métalliques chimiquement actifs dans le tissu. Bien
que ces ions puissent rester dans le tissu localement, ils sont suceptibles d’ étre trans-
portés dans le réseau sanguin ou lymphatique en se liant & des protéines ou en formant
des composés organo-métalliques.

Il y a quatre facteurs importants dans le relargage d’ions métalliques :
La quantité d’ions largués,
L’endroit ou les ions sont transportés et leur quantité,
La forme chimique : précipité inorganique, complexe organo-métallique,
Les conséquences physio-pathologiques.

A Theure actuelle, il n’y a pas de corrélation entre les ions relargués et des effets
métaboliques, bactériologiques, immunologiques, cancérigénes et toxiques constatés chez
’homme [33].

1.3 Phénomeénes d’usure des implants

1.3.1 La corrosion

La corrosion uniforme est la destruction d’un métal par réaction chimique ou électro-
chimique. Cette dégradation peut entrainer la destruction de 'implant et le relargage
de débris ou d’ions dans le tissu, provoquant des réactions biologiques néfastes. La cor-
rosion est une réaction d’oxydo-réduction qui provoque la perte d’ions métalliques et
laisse une charge négative au métal, connue sous le nom de potentiel. Ainsi deux métaux
placés dans la méme solution auront deux potentiels différents, propriété liée au métal
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et & l'intensité de la liaison électron-ion métallique. La vitesse de corrosion s’exprime
en micron/an de perte d’épaisseur. Les métaux employés comme biomatériaux ont la
particularité de posséder une barriére cinétique & la corrosion grace la constitution d’une
couche d’oxyde métallique en surface [33]|25][32][15][27]. Cette couche de passivation em-
péche la migration d’ions et d’électrons & 'interface implant milieu biologique.

La corrosion galvanique est un phénomeéne d’usure électrochimique qui se produit
lorsque deux métaux constituent une pile. Ce phénomeéne peut se produire lorsque deux
implants métalliques se trouvent en contact dans organisme. Deux implants de nature
différente créent un couple d’éléctrodes. Les associations de couple de métal sont faites
de telle maniére que les métaux ne possédent pas une différence de potentiel supérieure
au potentiel électrique de rupture de ’anode [34][35]. Le contact entre un alliage & base
de titane et de Cr-Co-Mo crée une différence de potentiel inférieure a ce potentiel de rup-
ture de ’anode (Cr-Co-Mo) et ne constitue pas un couple galvanique en cas de contact
[36]. Toutefois, une brisure de la couche d’oxyde modifie les conditions électrochimiques
en augmentant la différence de potentiel entre les éléments du couple. Une corrosion
galvanique libére une quantité d’ions importante dans l'organisme. Dans ce cas ['anode
(Cr-Co-Mo) est amenée a se dissoudre continuellement. Ce genre de corrosion galva-
nique est liée & une usure mécanique supplémentaire, avec ’apparition de fissures ou de
crevasses [37].

De nombreuses situations peuvent conduire & la création d’éléments galvaniques
comme une prothése constituée de plusieurs parties métalliques dans un méme milieu
physiologique. La différence de composition de grains d’un méme alliage constitue un élé-
ment galvanique & leurs surfaces respectives ...Ce phénoméne de corrosion aux limites
de grains, fait que ces régions deviennent rapidement anodiques.

Il existe de nombreuses variantes de corrosion localisées ou associées & un autre phé-
nomeéne d’usure [33] [38]. La corrosion par piqtire se propage en profondeur et affecte
la résistance mécanique de 'implant, bien qu’elle ne représente qu’une faible surface.
La corrosion intergranulaire, la corrosion érosion ou la vitesse de corrosion est accélé-
rée par le mouvement du liquide corrosif, la corrosion sous tension liée & une contrainte
mécanique sont autant de déclinaison de corrosions suceptibles de se produire au niveau

Composition en % | Avantages Inconvénients

massique

Biomatériaux

Acier inoxydable

fe(bal.),Cr(17 a 20%),
Ni(12 a 17%), Mo(2 a
4%)

bon marché, facile a
mettre en oeuvre, dis-
ponibilité

durée de vie faible, mo-
dule d’Young grand

Alliage a base de
cobalt

Co(bal.), Cr(19 a
30%), Mo(0 a 10%),
Ni(0 & 37%)

résistance a l'usure, &
la corrosion, a la fa-
tigue

trés  grand module
d’Young, moins bonne
biocompatibilité

Alliage a base de ti-
tane

Ti(bal.), Al(6
%),V (4%), Nb(7%)

bonne biocompatibi-
lité, grande résistance
a la corrosion et a la
fatigue, faible module
élastique

faible résistance &
I’'usure, au cisaillement

TAB. 1.2 — Propriétés générales des alliages métalliques utilisés comme biomatériaux
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de 'implant. Les bactéries peuvent produire des composés corrosifs ou des acides orga-
niques. L’ hétérogénéité dans le liquide (gradients de concentrations d’ions) ou dans le
métal favorise la corrosion galvanique.

La corrosion est réduite par la couche de passivation, dont ’épaisseur est de quelques
atomes. La forme la plus connue est une couche d’oxyde, mais celle-ci peut étre artifi-
cielle par ’application d’un revétement de polymére ou de céramique. Ces couches de
passivation doivent étre non poreuses avec une structure atomique limitant la migration
des ions, et étre capables de se regénérer lors de phénomeénes d’abrasion. La stabilité de
la couche de passivation et la vitesse de repassivation sont des critéres déterminants dans
la performance des applications orthopédiques.

1.3.2 Les frottements

Les frottements peuvent étre la conséquence de micro-mouvements non désirés ou bien
dus & un mouvement nécessaire de la prothése qui se substitue aux parties défaillantes ;
c’est le cas des prothéses de genou ou la partie supérieure de la prothése effectue un
mouvement de rotation pour permettre & 'individu de se mouvoir. Les interactions entre
les surfaces de I'implant ou entre 'implant et les tissus de soutien constituent un systéme
tribologique en mouvement relatif. La rugosité, les aspérités, la présence d’une couche
d’oxyde influencent le frottement et l'usure. La présence de débris entre les deux sur-
faces en mouvement peut participer a I’abrasion. Il arrive que les implants subissent une
fracture incombant & la fatigue, dans le cas d’'un nombre important de cycles. Les méca-
nismes de fatigue se traduisent par I’apparition de fissures a la surface, de sa propagation
a travers 'implant et au final par une fracture de surcharge.

1.3.3 La tribocorrosion et la production de débris

La tribocorrosion est la combinaison de 'usure par frottements et de la corrosion. La
quantité de débris produite est supérieure a la somme des débris produits par 'un ou
I’autre phénoméne. Les frottements modifient 1’état de surface du matériau qui devient
plus sensible & la corrosion, et la corrosion influence les conditions de frottement. Concré-
tement, la corrosion modifie la rugosité du matériau. Les produits de corrosion peuvent
adhérer au métal modifiant sa rugosité, sa dureté et donc sa résistance au frottement et
intervenir en tant que troisiéme corps.

Ces phénoménes d’usure se traduisent par un largage de particules diverses et variées,
qui dépendent du dispositif implanté, dans le tissu hote. Il peut ainsi y avoir des molécules
de polymeéres, des particules d’alliages métalliques,  UHMWPE, de PMMA (Polyméthyl
métacrylate), de céramiques, d’ions métalliques . ..
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Chapitre 2

Description des implants de
I’articulation du genou

2.1 La prothése unicompartimentale

Les causes d’arthrose sont variables : fractures, ruptures ligamentaires, 1ésions des mé-
nisques, excés de poids, mauvaise orientation des membres inférieurs, maladies . . .Suivant
le type et la localisation de 'arthrose, plusieurs modeéles de prothéses totales ou unicom-
partimentales existent.

Notre étude porte exclusivement sur des reprises de prothéses unicompartimentales
réalisées a l'institut CALOT de Berck sur Mer, au département d’orthopédie générale
(Service du Dr Cazenave).

Les prothéses unicompartimentales sont composées de parties métalliques et de po-
lyéthyléne : couple métal-polyéthyléne appelé “Metal-Back-polyéthyléne” (MB-PE) . La
partie implantée au niveau du fémur est une piéce métallique constituée d’alliage & base
de cobalt et de chrome ou de TAGV. Le plateau tibial en TA6V est séparé du condyle par
une plaque de polyéthyléne fixée, pour trois de nos échantillons (tableau 2.1). L’épaisseur
minimale d’un couple MB-PE est de 9 mm (3 mm pour la partie métallique et 6 mm
pour la partie en polyéthyléne). L’argument en faveur du plateau tibial métallique re-
couvert de polyéthyléne est la diminution du fluage qui est une source d’usure, constatée
lors de plateau tout polyéthyléne. Cependant, ce fluage persiste malgré tout a 'interface
MB-PE, au niveau des trous de vis et en périphérie de l'insert. Les prothéses & plateaux
fixes voient la piéce en polyéthyléne fixée sur le plateau tibial métallique tandis que celles
a plateaux mobiles voient le polyéthyléne posé sur ce méme plateau. Le plateau mobile
en polyéthyléne recule lors des flexions augmentant le point de contact et diminuant par
la méme occasion les contraintes auxquelles il est soumis. Le taux d’usure d’un plateau
mobile est de 1 mm pour 40 ans contre 1 mm pour 5,2 ans pour un plateau fixe [21].
L’inconvénient du plateau mobile est une luxation possible.

La figure 2.1 montre une prothése unicompartimentale avant et aprés I'implantation.
La piéce métallique de forme arrondie s’insére au niveau du fémur. Le plateau tibial est
composé d’une piéce métallique recouverte de polyéthyléne s’insérant au niveau du tibia.
Le polyéthyléne n’apparait pas au niveau de la radiographie (image de gauche figure 2.1).
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F1G. 2.1 — La prothése de genou. A gauche : prothése unicompartimentale avant implanta-
tion et implantée. A droite : radiographie d’une prothése dont le plateau en polyéthyléne
est usé. Un contact entre le plateau tibial et le condyle est observable.

L’image de droite illustre un contact entre les deux pieces métalliques lorsque la plaque
de UHMWPE est usée.

Le tableau 2.1 résume les caractéristiques des prothéses relatives aux différents échan-
tillons prélevés ainsi que la nomenclature retenue pour cette étude. Toutes les prothéses
unicompartimentales concernées par notre étude sont metal-back, elles possédent un
condyle en alliage & base de cobalt-chrome (P»,Ps5,P;) ou en alliage a base de titane
TAGV (P1,P5). Tous les plateaux tibiaux sont en alliage a base de titane TA6V, sur
lesquels repose une piéce de polyéthyléne. Les piéces fémorales de P; et de Ps ont subi
un traitement de surface, par implantation ionique d’azote, afin d’améliorer les caraté-
ristiques mécaniques de l'implant [39]. La partie inférieure du plateau tibial de Es est
recouvert d’"HA. Les biopsies sont prélevées préférentiellement au niveau de la poche

Echantillon Ey FEo FEs FEy FEs5
Prothése Pl P2 P3 P4 P5
TAG6V TA6V TAG6V TA6V TAG6V
Tibia cimenté vissé sans cimenté cimenté cimenté
sans vis ciment sans vis sans vis
Plaque fixe - - fixe fixe
UHMWPE
Fémur TAG6V Cr-Co-Mo | Cr-Co-Mo | Cr-Co-Mo TAG6V
cimenté cimenté cimenté cimenté cimenté
Traitement implanté HA face - - implanté
surfacique al'N inférieure A I’N
particulier (fémur) (tibia) (fémur)

TaB. 2.1 — Caractéristiques principales des cing protheéses, relatives aux échantillons

étudiés.
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Ti6Al4V
NF-S 90-405

Cr-Co-Mo
NF-S 90-402

Cr-Co-Mo
ISO 5832-12

Ti : base ~ 89%

Co : Base ~ 64%

Co : Base ~ 65%

Al:5546,75 %

Cr: 26,5 3 30%

Cr: 26 a 30%

V:35a45% Mo :4,5a 7% Mo:5a7%
O : 0,2% max Ni: <2,5% Ni: <1%
N : 0,05% max Fe : <1% Fe : <0,75%
H :0,015% max C: <0,35% C:<0,35%
Zr, Si, Mn, Cr, Mo, Fe : Mn : <1% Mn : <1%
<0,03%
Cu,Zn : <0,05% Si:<1% Si:<1%

TaB. 2.2 — Composition des alliages des prothéses de genou selon les normes NF-S et
ISO.

supérieure frontale de I’enveloppe synoviale. Cette zone est réputée pour accumuler 1’en-
semble des déchets produits au niveau de ’articulation.

2.2 Composition des prothéses explantées

Les prothéses de genou font I'objet d’une analyse par spectrometrie d’émission & étin-
celles afin de déterminer leur composition en éléments métalliques. Lors de la reprise, les
implants explantés sont nettoyés et stérilisés. Ces mesures sont réalisées au laboratoire
CASIMIR (Centre d’Appui et de Stimulation par les Moyens de I'Innovation et de la
Recherche), & Clermont Ferrand. Le spectre d’étincelles contient les raies des différents
ions métalliques de 'alliage tandis que le spectre d’arc contient celui des atomes neutres.
Le tableau 2.2 donne les compositions des différents alliages concernés par notre étude
pour les cinq prothéses confondues. Les teneurs moyennes en éléments métalliques sont
élaborées sur cing étincelages par implant.

Les analyses confirment que l’alliage & base de titane entrant dans la composition
d’une partie des prothéses correspond & la norme NF-S 90-405. Pour des raisons de sim-
plification, ’alliage & base de titane Ti6Al4V sera nommé TA6V tout au long de cette

TA6V Cr-Co-Mo

[T _ [Co] _
T =22,540,5 o =2,4540,35

TAB. 2.3 — Rapports massiques des éléments majeurs des deux alliages TA6V et Cr-Co-
Mo.
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étude et ceux & base de cobalt Cr-Co-Mo. Les deux derniéres lignes correspondent aux
éléments ultra traces détectés, ces valeurs varient d’une protheése a ’autre. Les alliages
a base de cobalt et de chrome correspondent & deux normes différentes.

Les rapports massiques théoriques des alliages TA6V (Ti/V) et Cr-Co-Mo (Co/Cr)
sont donnés dans le tableau 2.3. Les autres éléments, comme Al ou Mo, sont soumis a
une forte absorption de la part de ’échantillon biologique et du systéme de détection ou
ne sont pas détectés.
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Deuxiéme partie

Les méthodes expérimentales
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Chapitre 3

Caractérisation par faisceau de
protons

L’analyse par faisceau d’ions définit I’ensemble des méthodes fondées sur I'interaction
d’un faisceau de particules chargées au niveau nucléaire et atomique. La particule chargée
(de P'ordre du MeV), lorsqu’elle pénétre dans la matiére interagit avec les électrons et les
noyaux des atomes de la cible. Les conséquences directes sont un ralentissement et une
éventuelle modification de la trajectoire du faisceau. Ces interactions s’accompagnent
généralement de I’émission secondaire de rayonnements caractéristiques (X, v ...). Une
analyse spectroscopique de ce rayonnement secondaire permet d’obtenir des informations
sur le matériau bombardé :

- composition élémentaire et détermination des concentrations en surface ou en profon-
deur.

- détermination de la nature, de la position, de I’épaisseur ou du gradient de concentra-
tion de plusieurs couches d’éléments ou de composés.

Les quatre méthodes les plus courantes sont la P.I.X.E (Particle Induced X-ray Emis-
sion), la R.B.S (Rutherford Backscattering Spectroscopy), la P.I.G.E (Particle Induced
~-ray Emission) et la N.R.A (Nuclear Reaction Analysis). La nature du rayonnement
secondaire définit le type d’analyse. Les particules incidentes liées & ces méthodes d’ana-
lyse sont p, «, d.

PIGE et NRA résultent de I'interaction des ions accélérés avec le noyau des atomes
(réaction nucléaire). Les noyaux composés émettent des particules chargées (NRA) et/ou
un rayonnement vy (PIGE). La méthode PIXE et la méthode RBS feront 1'objet d’une
description particuliére puisque ces méthodes ont permis de caractériser nos échantillons
biologiques.

3.1 Pouvoir d’arrét

Une particule chargée de quelques MeV pénétre dans la matiére et perd son énergie
graduellement jusqu’a son arrét complet si la cible est épaisse. La perte d’énergie est
principalement due aux interactions coulombiennes inélastiques avec les électrons liés
(ionisation). Le pouvoir d’arrét S(E) (MeV.em?.g7!) d’un ion d’¢énergie E (MeV) est
défini comme étant la perte d’énergie par unité de masse superficielle traversée :
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1dE
S(E) = ;% (3.1)

avec p la densité de la matiére traversée et x la profondeur (cm). La perte d’éner-
gie totale est la somme de deux types de pertes : électronique et nucléaire, S(F) =
S(E)e + S(E)p. Au dessus de 200 keV /uma, la contribution du pouvoir d’arrét nucléaire
est inférieure & 1% au pouvoir d’arrét électronique. Les pouvoirs d’arrét de la plupart des
éléments sont disponibles & partir de mesures expérimentales ou bien par des relations

semi-empiriques [40] [41].

La loi de Bragg donne le pouvoir d’arrét total d’'un matériau composé, a 1’aide d’une
simple loi d’additivité linéaire des pouvoirs d’arrét élémentaires :

Su(E) =Y W; Si(E) (3.2)
=1

Ou W; est la stoechiométrie de I’élément i. Les déviations par rapport a la loi de
Bragg peuvent correspondre & un écart de 10 & 20% lorsque 'on se trouve au pouvoir
d’arrét maximum. Pour tenir compte de cet effet et de I'influence de la nature physico-
chimique du milieu, Ziegler et Manoyan ont développé un modéle [40].

Le parcours R d’un ion est obtenu en intégrant le pouvoir d’arrét :

O 4F
R = — (3.3)
B, S(E)

FE)y est I’énergie de I’ion incident. Les ions sont trés 1égérement déviés par les électrons,
on a alors une bonne estimation de leur profondeur d’arrét. Les conditions d’analyse de
nos échantillons (FEy = 3 MeV) font que le faisceau de protons peut pénétrer jusqu'a 250
um (tableau 7.2).

3.2 La méthode P.I.X.E

3.2.1 Principe

Cette méthode est fondée sur I'ionisation des couches internes (K, L ou M) de ’atome
cible par la particule chargée. Un réarrangement électronique du cortége produit I’émis-
sion de rayonnements X, caractéristiques de I’élément ionisé (figure 3.1). Des informations
sur la composition élémentaire de I’échantillon sont obtenues & partir du spectre X.

La majorité des faisceaux incidents de 1 & 4 MeV sont produits par des accéléra-
teurs cyclotron ou Van de Graaff. Ce genre d’appareillage permet d’associer d’autres
techniques (PIGE, RBS) souvent complémentaires. La méthode RBS fournit des infor-
mations relatives aux éléments légers indétectables par PIXE .

La méthode PIXE permet de récolter un grand nombre d’informations dans des
domaines trés variés. Des études dans le domaine de la biologie et du médical ont été
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FiG. 3.1 — A : principe de la méthode P.I.X.E. B : Principe de la méthode R.B.S

réalisées [42][43] [44][45]. La méthode PIXE s’applique a toutes sortes d’échantillons
[46][47][48]. La plus grande sensibilité est obtenue pour les éléments de numéro atomique
compris entre 20 et 40 avec des limites de détection voisines du ug/g.

Section efficace d’ionisation

L’éjection d’électrons appartenant aux couches électroniques internes (K, L, M) par
la particule chargée crée une lacune électronique. Elle est comblée par un électron des
couches externes et ’excédent d’énergie conduit a I’émission d’un rayonnement X (tran-
sition radiative) ou & ’émission d’un électron Auger.

Les modéles théoriques qui prédisent l’ionisation des couches atomiques profondes
sont fondées sur 'interaction coulombienne entre un électron lié et un projectile chargé.
Les deux particules qui interagissent sont considérées comme ponctuelles. Ces approches
se limitent généralement aux protons et aux particules a dans une gamme d’énergie
1 —5 MeV. Les deux modeles les plus couramment employés sont ’approximation de
Born en ondes planes PWBA (Plane Wave Born Approximation) ou l’approximation du
choc binaire BEA (Binary Encounter Approximation).

La section efficace d’ionisation o™ décroit rapidement en fonction du numéro ato-
mique de 'atome cible (figure 3.2). Pour une cible donnée, elle augmente en fonction de
I’énergie de la particule incidente et atteint une valeur maximale lorsque la vitesse de
I’ion incident est comparable & celle de I’électron sur sa couche.

La dépendance de %" en (%)4 en fonction de I’énergie par nucléon du projectile

E/A justifie le choix des protons par rapport aux particules a.

mn
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F1G. 3.2 — Sections efficaces d’ionisation (ECPSSR) des couches K et L pour des protons
de 1, 2 et 3 MeV.

FiG. 3.3 — Variation du rendement de fluorescence Wy et Wy en fonction du numéro
atomique Z. Variation du rendement de I’émission Auger ax pour la couche K.

Rendement de fluorescence et transitions radiatives

Le rendement de fluorescence w est la probabilité pour qu’une lacune crée dans une
couche donne lieu a I’émission d’un rayon X. La figure 3.3 suivante montre la variation
de w en fonction du numéro atomique Z pour les niveaux K et L, ainsi que la variation du
rendement Auger pour les couches K. La probabilité d’avoir un effet Auger augmente avec
la diminution de la différence entre les états d’énergie correspondants et est maximale
pour les éléments de Z petits.
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FiG. 3.4 — Diagramme d’énergie des transitions X

La figure 3.4 montre le diagramme de niveau avec les transitions permises.

Sensibilité

La figure 3.5 représente les limites de détection de la méthode P.I.X.E dans un dia-
gramme (Z,E) dans une matrice de carbone [49]. La plus grande sensibilité est obtenue
pour des numéros atomiques 20 < Z < 30, comprenant une majorité d’éléments métal-
liques (Ti, V, Cr, Fe, Co, Cu ...). L’énergie optimale de mesure simultanée des éléments
légers et lourds se situe autour de 2 MeV. La sensibilité des mesures ne dépend pas uni-
quement des sections efficaces. L'efficacité de détection, la composition de la matrice en
éléments majeurs et le bruit de fond influencent la sensibilité.

< 0.5 ppm

A B 05-1ppm

2 ] HEE 2o
RS | NN 2-4ppm
i |_‘| >4 ppm

Ep (MeV)

— MW M~ 0w
T

L L 1 | i | 1
20 30 40 50 60 70 80 90

Z

F1G. 3.5 — Limites de détection (ppm) en fonction de I’énergie incidente des protons et
du numéro atomique des éléments analysés, pour une matrice de carbone cible mince

[49].
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Le bruit de fond

La sensibilité de la méthode P.I.X.E est liée au bruit de fond. Il provient du Bremss-
trahlung (rayonnement de freinage) des protons incidents, du Bremsstrahlung des élec-
trons secondaires et des rayons gamma. Le bruit de fond prépondérant en P.I.X.E est di
au ralentissement des électrons secondaires dans la cible [50].

Ce rayonnement présente une distribution qui s’étale de zéro jusqu’a 1’énergie ciné-
tique initiale des projectiles incidents. L’intensité du rayonnement de freinage est propor-
tionnelle au carré de ’accélération (%)2 en termes classiques. F est la force électrique et
m la masse du projectile. L'intensité du Bremsstrahlung produite par les protons est en
premiére approximation (1836)2 fois moins intense que celle du Bremsstrahlung produit

par les électrons.

Les électrons secondaires produisent un rayonnement continu de basse énergie, qui
s’étend jusqu’au voisinage de ’énergie maximale transférée T,, par la particule chargée
incidente d’énergie E & ’électron.

_4mE

T %

(3.4)

avec m masse de 1’électron et M masse du projectile. Pour une énergie de protons de 3
MeV la valeur de T, est de 6,5 keV. Ce rayonnement diminue rapidement au dela de T,
mais reste la contribution prépondérante de ’émission continue aux énergies inférieures
a Ty, [51]. De plus, il a une distribution anisotrope. Lorsque le détecteur est placé a 135°
au lieu de 40°, I'intensité du bremsstrahlung aux basses énergies est réduite de 40% [52].

Les protons de quelques MeV par nucléon provoquent des réactions nucléaires (réac-
tions (p, ) aussi bien le long du faisceau que dans la cible. Des collimateurs en éléments
lourds minimisent la premiére source de v, 'autre est intrinséque & I’échantillon. Ces ~v
engendrent un fond continu dans le détecteur suite & leur diffusion Compton. Toutefois,
pour des protons d’énergie supérieure & 3 MeV, cette émission devient plus importante
que le rayonnement de freinage des électrons secondaires pour une énergie supérieure a
15 keV.

Facteurs instrumentaux
Certains facteurs instrumentaux peuvent nuire a la qualité du spectre X :

- la collection incompléte des charges dans la zone morte du détecteur et la présence
d’électrons Auger entrainent I'apparition d’un bruit de fond de quelques centaines
d’eV avant les raies K, et Kg de chaque élément. Il est difficile de détecter des
éléments traces dont le numéro atomique est inférieur a celui d’un élément majeur.

- des réactions nucléaires, avec émission de photons -y, entre les protons rétrodiffusés par
la cible et les éléments du filtre ou de la fenétre d’entrée créent un bruit de fond
suite a la diffusion Compton des v dans le détecteur. Des filtres en Al augmentent
ce type de bruit avec la réaction Al(p,y). Les filtres en mylar sont alors préférés
aux filtres en aluminium.
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- les pics “somme” apparaissent pour des taux de comptage élevés. Le systéme de détec-
tion ne peut distinguer deux impulsions provenant de photons d’un méme élément,
en concentration importante. Ce phénoméne d’empilement entraine une augmen-
tation du bruit de fond et une diminution de l'intensité du rayonnement carac-
téristique & l'origine de 'empilement. Les filtres en Al par exemple, permettent
d’atténuer fortement la partie basse énergie du spectre de rayons X et de réduire
les effets d’empilement. Les filtres Be permettent d’éviter que les protons rétro-
diffusés atteignent le détecteur. Des filtres spéciaux en Al (“funny filter”) placés
devant le détecteur réduisent le flux de photons X des éléments majeurs tout en
permettant la détection des éléments traces dont les photons X sont transmis par
le trou central du filtre. Ce type de filtre permet I’analyse simultanée des éléments
lourds et légers.

- le pic d’échappement des rayons X du silicium et du germanium, suite aux interactions
photoélectriques prés de la surface du détecteur.

Caractéristiques de la méthode nucléaire P.I.X.E

La technique d’analyse P.I.X.E posséde de nombreux avantages :
- une bonne sensibilité avec les échantillons minces [49].

- c’est une méthode d’analyse multiélémentaire qui permet d’analyser simultanément les
éléments de numéro atomique >11.

- elle peut étre associée a d’autres techniques (P.I.G.E, N.R.A, R.B.S ...)

- la faible contribution au bruit de fond des particules incidentes améliore considérable-
ment la sensibilité, en comparaison par exemple avec l'analyse en spectroscopie X
a 'aide d’un faisceau d’électrons.

- elle est non destructive.

- les conditions expérimentales (taille, intensité du faisceau ..., faisceau externe) per-
mettent d’étudier différents types d’échantillons.

3.2.2 Analyse quantitative

Expression de ’intensité d’une raie caractéristique d’un élément

Si l'on considére qu’un échantillon est irradié par un faisceau de protons monéner-
gétiques d’énergie Ey, que I’échantillon est homogéne et de surface lisse, alors I'intensité
d’une raie K, d’un élément i présent dans une couche d’épaisseur p.dx (g/cm?) est
donnée par :

N
dl; = N, 0,(E) WA ¢ pdx (3.5)

Ou E est I'énergie des particules incidentes a la profondeur x, NV, est le nombre de
protons incidents, N4 est le nombre d’Avogadro, M la masse atomique (g), p la masse
volumique (g/em?), ¢; la concentration massique de 1’élément i dans I’échantillon.

0i(E) = 0ion(F) w Pk, (3.6)

0ion(E) est la section efficace d’ionisation (cm?) du niveau K de I’élément i & 1’énergie
E, w est le rendement de fluorescence de la couche K de 1’élément i considéré et Pk, la
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F1G. 3.6 — Représentation des parameétres intervenant pour le calcul de I'intensité mesu-
rée.

probabilité de transition K.

Le nombre de protons recus par I’échantillon est déterminé par N, = % avec QQ charge
totale déposée sur I’échantillon et +e la charge du proton. Le nombre de photons X émis
dans la couche d’épaisseur dx devient :

p Na
Seule une partie des rayons X émis sont récoltés par le détecteur et contribuent a

I'intensité détectée & un angle 6 :

“p

dQ)
dl; g = dl; € n - exp( pry

(3.8)

Avec df2 angle solide de détection, 6 angle de détection des rayons X, e efficacité du
détecteur, n facteur de transmission qui tient compte de ’absorption par le milieu situé
entre la surface de ’échantillon et le détecteur (air, fenétre . ..), le terme exponentiel tient
compte de 'atténuation des photons par la cible pour un angle 8 avec p le coefficient
d’atténuation massique de I’échantillon pour I’énergie de la radiation caractéristique K,
de ’élément (figure 3.6). En regroupant les équations 3.7 et 3.8, l'intensité détectée
s’exprime de la maniére suivante :

dlig = A Q 04(E) ¢; exp(——=) dx

sinb
Na

Q
avec A =6, 242.1012% €N 37 (3.9)

A est un facteur constant, pour la radiation détectée, tenant compte de la géométrie
de détection, de I'efficacité du détecteur et de la masse atomique de la cible.

Par intégration de la relation 3.9, on obtient 'intensité mesurée
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dE i Js, S8
avec S(E) = 4 et T(E)= exp(—W) (3.10)
_ [T 0i(E) T(E)
I = AQc¢ /EO 5B) dE (3.11)

S(E) et T(E) sont respectivement le pouvoir d’arrét en MeV.em?.g7! et le terme de

transmission des protons dans la cible. Les formules 3.10 et 3.11 montrent que 'intensité
détectée est fortement influencée par ’épaisseur de ’échantillon.

Comportement de l’intensité en fonction de I’épaisseur

La figure 3.7 présente les variations de l'intensité mesurée, des photons X d’un élé-
ment, en fonction de la masse superficielle de ’échantillon. Les trois principaux effets
de matrice sont la perte d’énergie des particules lors du ralentissement dans la matrice
avec une variation de la section efficace d’ionisation, I'auto absorption dans la cible du
rayonnement X émis et les effets d’irrégularité de surface.

A
I I1 - III
1. mince intermédialre épais
.
1 10 xi (g/cm?)

FiG. 3.7 — Variation de I'intensité mesurée suivant la masse superficielle de ’échantillon.

Lorsque la fluorescence X d’un élément i est proportionnelle & la masse superficielle x;
de I’échantillon, les effets de matrice sont négligeables et ’échantillon est considéré comme
mince. Les effets d’absorption sont insignifiants et T(E)=1. Les effets du ralentissement
des protons sont minimes : Ey=FEj et o; constante. L’équation de I'intensité devient :

I =AQ o0,(Ep) ¢; & avec ¢ = ;—;

I; = AQ o;(Ep) z; (312)

x; est la masse superficielle totale de 1’échantillon et z; la masse superficielle de
I’élément i dans 1’échantillon.
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Un échantillon est mince quand sa masse superficielle est inférieure au mg/cm?. Nos
cibles biologiques (H, C, N, O) déposées sur formvar répondent & ce critére.

Un échantillon est considéré d’épaisseur intermédiaire si le faisceau de protons inci-
dent n’est pas totalement absorbé. L’intensité est croissante mais de facon non linéaire.

Les échantillons épais correspondent aux cibles ou le faisceau de protons est tota-
lement arrété (E; = 0) par la matrice. Les corrections dues aux effets de matrice sont
maximales. La perte d’énergie conduit & une variation de la section efficace d’ionisation
et une partie du rayonnement est absorbée. L’équation de l'intensité est équivalente &
I’équation 3.11 en remplagant Ey par 0.

3.2.3 Calcul des concentrations avec le logiciel GUPIX
Procédure d’ajustement

Nous avons utilisé le logiciel GUPIX, développé & I’Université de Guelph, au Canada
par Maxwell et Campbell [53]. Le principe de traitement des spectres X est fondé sur la
comparaison entre un spectre théorique (M;) avec le spectre expérimental (Y;) contenant
j pics, selon une procédure d’ajustement des moindres carrés non-linéaires développée
par Marquardt [54].

o= ) (Y = My)Pw; (3.13)
i

Le procédé d’ajustement consiste en la minimisation de la valeur x? (degré de liberté)
ou Wj est le poids de chaque canal du spectre.

Une analyse qualitative du spectre expérimental fournit un certain nombre de ren-
seignements nécessaires & 1’élaboration du spectre théorique. Afin de limiter le nombre
de variables dans la procédure d’ajustement, la calibration du spectre expérimental en
énergie de chaque raie est décrite par la relation suivante :

¢(E) = aj + axF + a3E? (3.14)

c est le canal central du pic du spectre et E 1’énergie du photon. Le paramétre
a3 est mis par défaut & zéro. Pour de nombreux matériaux les éléments majeurs sont
des éléments de faible numéro atomique (Si, Ca, P, ...) dont les spectres d’émission
X présentent des raies intenses dans le domaine des faibles énergies. Les paramétres
a1 et as sont déterminés principalement & partir des positions des pics intenses de la
matrice afin de calibrer en énergie I’ensemble du spectre de raies d’émission. Toutefois, des
phénomeénes de distorsion au niveau de I’électronique du systéme d’acquisition peuvent
induire une non linéarité entre le canal et ’énergie sur ’ensemble du spectre étudié.
L’introduction du parameétre a3 non nul tient compte de cet effet et permet la calibration
en énergie d’un pic de faible intensité situé dans le domaine des hautes énergies.

La relation entre la largeur des pics et ’énergie est déterminée par la formule suivante :

o(E)=+vas+asE (3.15)
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Les paramétres a4 et as caractérisent la largeur des pics.

GUPIX introduit un filtre numérique qui élimine la contribution du fond continu.
11 fonctionne comme un filtre passe-bande en filtrant les basses fréquences (continuum)
au profit des hautes fréquences (les pics). C’est une fonction symétrique (n,m,n) ot m
correspond & la largeur & mi-hauteur des pics (Full-Width at Half-Maximum) et n a la
moitié de m. Appliqué au spectre, ce filtre modifie la forme du pic gaussien et élimine le
fond supposé linéaire de part et d’autre du pic [55].

L’analyse qualitative du spectre permet la construction d’un spectre théorique sur la
base des énergies, des intensités relatives des raies K, L, et M. Il prend en compte les
effets de matrice comme la fluorescence secondaire, ’absorption des filtres et 1’efficacité
du détecteur.

Calcul des concentrations

L’intensité mesurée Iy du rayonnement caractéristique est donnée par la formule
suivante :

IZ == QQCZ €z TZ MZ (316)

ol Mz est 'intensité théorique calculée par unité de concentration, par stéradian et
par uC. Q est la charge mesurée. ez est Uefficacité de détection. 77 est la transmission
des filtres interposés entre la cible et le détecteur. ) est ’angle solide en stéradian. C'z est
la concentration de 1’élément de numéro atomique Z. La relation 3.16 permet un calcul
de la concentration, aprés avoir mesuré ’aire sous le pic et calculé l'intensité théorique
a l’aide des bases de données.

L’indication des différents parameétres instrumentaux associée a la procédure d’ajus-
tement donne les concentrations des éléments présents dans 1’échantillon.

Calcul des erreurs

L’erreur principale est due a ’erreur statistique sur la surface des pics. Elle s’exprime
par :

0% = 0%+ 0b+ 0} (3.17)

P est le nombre d’impulsions sous le pic sans bruit de fond. B est le nombre d’impul-
sions du bruit de fond. N=P+B+-0 est le nombre d’impulsions totales. O est le nombre
d’impulsions compris dans I’aire de la partie chevauchée par le pic considéré avec un pic
voisin.

Le nombre d’impulsions recues dans le détecteur suit une loi statistique de Poisson.
L’erreur totale est estimée par /N + B = /P + O + 2B. L’erreur statistique relative
en % est :

vP+ O +2B

Erreur statistique en % = 100 . 7

(3.18)
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GUPIX estime les erreurs associées aux parameétres physiques de la base de données
ainsi que 'erreur de modélisation ou d’ajustement. L’utilisateur doit ajouter les erreurs
sur la charge et sur ’angle solide qui ne sont pas prises en compte par le logiciel. Dans nos
expériences, ces erreurs sont fixées & 5% chacune et additionnées de fagon quadratique
avec les erreurs de fit et de statistique.

Limite de détection

Le critére pour que l'intensité d’un pic caractéristique Np soit significative par rap-
port au bruit de fond est telle que :

Np >3 +/Ng (3.19)

soit trois fois supérieure & ’écart type de la moyenne estimée du fond continu. La
limite de détection (notée LOD : Limit Of Detection) est définie par :

3vNp

LOD =
NTem

(3.20)

ol Nrem est Uintensité calculée de I’élément analysé, dans 1’échantillon de référence.
Cette intensité est calculée par GUPIX qui utilise I’équation suivante :

3o
LOD (ppm) = QH M, <, T, (3.21)

ou o est la déviation standard liée & B et O. La limite statistique de détection dépend
de I’émission continue et du chevauchement des pics. L’application d’un filtre diminuant
I'intensité du rayonnement analysé joue un roéle important dans la limite de détection.
De maniére générale, la limite de détection d’un élément dépend de la matrice qui le
contient. La détection des élements lourds dans des matrices légéres est le cas le plus
favorable.

Calibration instrumentale

La méthode analytique quantitative P.I.X.E est absolue [49]. Le logiciel GUPIX rem-
place ’angle solide de I’équation 3.16 par un paramétre instrumental H. Théoriquement,
H correspond a 2, (H ~ Q = d—Sg) avec S surface du détecteur et d distance cible détec-
teur. En pratique, ce paramétre dépend de 1’énergie, a cause des incertitudes sur les bases
de données, la calibration de la charge déposée et de la description, plus ou moins juste
du détecteur et des filtres [56]. L’introduction de ce parameétre se traduit au niveau de
I’équation du calcul de la concentration par 'apparition de ’efficacité intrinséque du dé-
tecteur et non plus lefficacité de détection. La mauvaise connaissance du filtre (diameétre
du trou, épaisseur ...), de la distance cible-détecteur, et par conséquent la mauvaise
simulation du filtre par le logiciel obligent l'utilisateur & analyser des standards pour
tenir compte de ces effets qui sont inclus dans le paramétre H. Tz étant le facteur de
transmission nominale des filtres, H devient (S/d?)(T,/Thominal), avec d., T; distance et
transmision réelle en relation aux vraies caractéristiques du filtre [56].

Iz = HQCyz €y, Ty My (3.22)
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Les standards doivent rendre compte des énergies propres & I’étude des échantillons.
A chaque nouvelle expérience, dans le cadre de nos mesures, un standard est analysé afin
de tenir compte des modifications éventuelles des conditions expérimentales.

L’emploi de filtre est courant afin d’atténuer la contribution des éléments majeurs
et du fond de faible énergie. Pour ce genre de filtre, le parameétre H est constant. Un
filtre d’Al de 100 um absorbe les photons X caractéristiques des élements les plus légers
jusqu’au Ti [57].

L’analyse simultanée des éléments lourds et 1égers requiert un “funny filter”. La va-
riation de la constante intrumentale H avec ’emploi de “funny filter” selon 1’énergie
s’explique par une insuffisante connaissance des différents parameétres géométriques de
la détection : distance entre le détecteur et la cible, épaisseur des filtres placés devant le
détecteur et le diameétre du trou du “funny filter” [57].

S.Gama [56] a réalisé une étude sur I'influence de la variation des parameétres (d, tpe,
ta;, ) par rapport a leur valeur nominale, sur la valeur de H. d est la distance cible
détecteur, tp. et t4; sont respectivement 1’ épaisseur de béryllium et d’aluminium du
filtre, ¢ est le diamétre du trou des “funny filter” utilisés lors de nos expériences réalisées
au CERI. Ainsi, une diminution de I’épaisseur de Be entraine une augmentation de H
pour des énergies inférieures & 3 keV. Une augmentation de ’épaisseur d’aluminium par
rapport & la valeur nominale affecte le paramétre H seulement pour des énergies com-
prises entre 4 et 8 keV. L’augmentation du diamétre du trou influence H en dessous d’une
énergie de 4 keV. La plupart des élements métalliques de nos échantillons se trouvent
entre 4 et 10 keV.

La calibration de H est réalisée pour tous les éléments que nous recherchons grace a
des standards : standard 620 du National Bureau of Standard (NBS) et standard 4732
congu par Agar scientific pour les mesures réalisées au CENBG et au CERI. L’évolution
du paramétre H est illustrée sur la figure 3.8, & partir d’une certaine énergie autour de
4 keV, la valeur de H est constante et proche de ’angle solide du détecteur.

0.25

H en steradian

FiG. 3.8 — Valeur du paramétre expérimental H en fonction de I’énergie des photons X
émis
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3.3 Dispositif expérimental

3.3.1 Microsonde nucléaire du C.E.N.B.G : Centre d’Etudes Nucléaires
de Bordeaux-Gradignan

La ligne micro-faisceau est implantée auprés d’'un accélérateur électrostatique de type
Van de Graaff de 4 MV. C’est un accélérateur de type vertical et a simple étage.

Le diameétre du faisceau peut atteindre 5 & 1 um pour un diaphragme objet variant de
50 & 10 um. Un systéme de déflexion électrostastique, localisé aprés le systéme optique,
permet au faisceau de balayer la surface de la cible. Chaque déviation horizontale ou
verticale est obtenue & l'aide d’une paire de plaques.

Les photons X sont détectés a l'aide d'un détecteur Si(Li) placé dans la chambre
a 135" du faisceau dans le plan horizontal. Le cristal présente une surface de 50 mm?
et une épaisseur de 3 mm. Ce détecteur est équipé d’une fenétre de béryllium de 8 um
d’épaisseur. La détection des particules rétrodiffusées (RBS) est réalisée par un détecteur
silicium de surface 20 mm? et disposé a 135° par rapport a I'axe du faisceau.

Le porte-échantillon est monté sur des platines & déplacement micrométrique de pré-
cision proche du pm. Il est orientable suivant les 3 axes Ox, Oy, Oz de maniére & posi-
tionner, la cible sous le faisceau. Deux microscopes (Gx40 et Gx100) servent a visualiser
I’échantillon et & régler la focalisation du faisceau.

Les données collectées sont les énergies détectées et la position du faisceau sur la
cible.

Le balayage se fait point par point, de gauche & droite, a partir d’un point d’origine.
Il est réalisé en une succession de lignes horizontales et en “zigzag’. Deux lignes sont
séparées par un pas en Y et deux points par un pas en X. Le nombre et la valeur des
pas en X et Y définissent la taille de la zone balayée. Le nombre de pas est limité &
128 ou 256 selon la résolution requise. Chaque événement recensé pendant 1’acquisition
est associé a une énergie (E) et & une position (x,y) de maniére a pouvoir construire le
spectre en énergie ou les cartographies élémentaires.

Les événements (E,x,y) détectés sont sauvegardés régulierement sous forme de fichier
de 4 Mo sur le disque dur du systéme. Pendant 'analyse, chaque événement détecté est
trié de maniére & incrémenter le spectre en énergie et la cartographie correspondante.

Un logiciel développé par I’équipe microsonde du CENBG sélectionne une plage de
canaux au niveau des spectres X et RBS et construit la cartographie correspondante.
Il est possible d’extraire les spectres X et RBS d’une zone sélectionnée a partir d’une
cartographie initiale. Les spectres X sont dépouillés & 1’aide du logiciel GUPIX et les
spectres RBS & ’aide des logiciels RUMP ou RUMPIN. La charge déposée sur la cible
est déduite a partir des spectres RBS. La surface de balayage est choisie en fonction de
la zone d’interét.

L’énergie du faisceau est de 3 MeV. Suivant le contexte d’analyse, 'intensité, le
diameétre du faisceau ainsi que le filtre devant le détecteur changent. Un filtre de carbone
de 500 pum d’épaisseur réduit le taux de comptage des éléments légers et diminue le
temps mort. Un “funny filter” carbone de 100 um assure la détection des éléments légers
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comme "aluminium par exemple. Le diamétre du faisceau est de ’ordre du um. Dans le
cadre des analyses des coupes dédiées & I’histologie, un courant d’intensité compris entre
100 et 200 pA est employé.

3.3.2 Microsonde nucléaire du C.E.R.I : Centre d’Etudes et de Re-
cherches par Irradiation d’Orléans

L’accélérateur du CERI est aussi de type Van de Graaff possédant plusieurs lignes
d’analyse. La tension maximale est de 'ordre de 3200 kV. Une fente d’analyse sélectionne
I'énergie des ions avec une précision de 1/1000. Sur la voie destinée a la micro-sonde, le
faisceau traverse les fentes objets, les fentes collimatrices et le systéme quadripolaire.

La chambre d’analyse en dural posséde huit entrées-sorties situées dans le méme plan
horizontal. Une entrée est consacrée a 'arrivée du faisceau, une au détecteur placé a 45°
du faisceau incident, une pour le porte échantillons, une a 1’éclairage en transmission de
I’échantillon, les autres sont destinées au pompage, & la mise a l'air et a la mesure du
vide. Le porte échantillon horizontal, peut recevoir cinq cibles et se déplacer dans les
trois dimensions de I’espace & ’aide d’'un moteur pas & pas. Un logiciel WINPIXE déve-
loppé par I’équipe d’électroniciens du CERI assure le déplacement du porte échantillon
et la mesure de la taille et de la position du faisceau. La cible est visualisée & ’aide d’un
endoscope (Gx250).

Le détecteur Si(Li) posséde une fenétre de Be d’épaisseur 8 um environ, la surface
active est de 30 mm? et sa résolution est de 145 eV a 6 keV. Un filtre sépare le détecteur
de la cible. Il consiste en la superposition de deux filtres, un en béryllium d’épaisseur
135 pm et un en aluminium dont I’épaisseur est variable (100, 200, 300 um). La partie
en aluminium peut posséder un trou de diamétre 0,5 mm (“funny filter”) ou non.

Les conditions d’irradiations : un faisceau de proton défocalisé de 3 MeV dont le
diameétre est proche de la centaine de microns et d’intensité voisine de 1 nA.

3.4 Caractérisation par rétrodiffusion R.B.S

3.4.1 Considérations générales

La méthode est fondée sur les interactions coulombiennes entre les noyaux atomiques.
Elle consiste & mesurer le nombre et ’énergie des ions d’un faisceau qui sont rétrodiffusés
apres interaction avec les noyaux de ’échantillon (figure 3.1).

Cette méthode d’analyse, couplée a la P.I.X.E, détermine la charge déposée sur la
cible. En outre, elle caractérise les éléments majeurs et légers constituant nos échantillons
biologiques et évalue les dégats d’irradiation.

La connaissance des pouvoirs d’arrét des particules H' et He™ avec une grande préci-
sion fournit une méthode puissante pour déterminer des profils d’éléments en profondeur
[58]. La résolution typique est de 'ordre de 20 nm. Elle offre une sensibilité de I’ordre
du ppm pour certains éléments lourds dans des matrices légeres. La résolution massique
de 1 uma (unité de masse atomique) distingue des isotopes de masses moyennes (60 uma).
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La méthode R.B.S peut étre combinée & d’autres techniques d’analyse faisant appel
aux faisceaux d’ions comme la P.I.X.E (Particule Induced X-Ray Emission) ou N.R.A
(Nuclear Reaction Analysis) et & d’autres méthodes comme la diffraction des rayons X,
la microscopie électronique ...La meilleure résolution massique, une bonne sensibilité et
une bonne résolution spatiale sont obtenues pour des ions lourds de 'ordre du MeV. La
simulation des spectres a ’aide de logiciels rend les interprétations plus faciles [41].

3.4.2 Principe
Le facteur cinématique

La spectrométrie de rétrodiffusion utilisant des faisceaux d’énergie au voisinage du
MeV est utilisée pour déterminer la composition stoechiométrique, la densité surfacique
ou la distribution des impuretés des cibles. La détermination d’un élément i d’un échan-
tillon se fait en mesurant I’énergie initiale de rétrodiffusion des particules incidentes.

E;

K, = —*
% EO

(3.23)

K; représente le facteur cinématique pour le ¢¢*¢ élément constituant la cible et Ejy
est I’énergie cinétique de la particule incidente dans le rérérentiel du laboratoire.

Le facteur cinématique est lié a la perte d’énergie de la particule incidente dans
un choc classique entre particules qui échangent de I’énergie. L’expression du facteur
cinématique est donnée par :

(M3 — M? sinQH)% + M cosf]?

K —
My + Mo

(3.24)

0 représente 'angle de rétrodiffusion de la particule incidente, M; et My sont res-
pectivement la masse de la particule incidente et de la cible. Les paramétres Ey, 6, My
étant connus, on identifie les différents éléments constituant la cible. K dépend seulement
de I'angle de diffusion et non de ’énergie de l'ion incident. Plus I'angle de diffusion est
grand, plus I’énergie transférée au noyau est grande. La plus grande énergie transférée
correspond & la collision frontale qui donne une diffusion de 180 °. Cette diffusion n’est
possible que pour des ions incidents plus légers que les noyaux cibles.

La densité surfacique (INt); en nombre d’atomes par unité de surface d’un élément
i, nécessite la connaissance de I'angle solide €2, du nombre d’impulsions sous le pic A;,
du nombre d’ions incidents, de la section efficace de rétrodiffusion o;(E, ) et s’exprime
sous incidence normale :
Ai

(Nt); = 00.0(E.0) (3.25)

N; est la densité atomique (atome par unité de volume) de I’élément i et ¢ I’épaisseur de
la cible.
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Section efficace

La section efficace de diffusion élastique, lorsque M; << My et 6 est proche de 180,
My et M, sont les masses respectives du projectile et de la cible, 8 angle de diffusion
montre qu’elle est :

- proportionnelle au carré du numéro atomique Z7 du projectile. La section efficace

Rutherford est quatre fois plus intense avec une particle alpha qu’avec un proton.

- proportionnelle au carré du numéro atomique Z22 de 'atome cible. Quel que soit le

projectile, les atomes lourds sont meilleurs diffuseurs que les légers.

- inversement proportionnelle au carré de ’énergie de la particule incidente. La sec-

tion efficace Rutherford augmente rapidement lorsque 1’énergie diminue.

- une fonction de € et inversement proportionnelle & sin(6/ 2)4. Lorsque 'angle de

diffusion diminue, la section efficace Rutherford augmente.

Les mesures expérimentales indiquent que les sections efficaces s’écartent parfois a
haute et basse énergies du comportement Rutherford décrit précedemment. Ces effets ont
été estimés et corrigés afin d’établir des relations entre les sections efficaces Rutherford
et non Rutherford. L’avantage des sections efficaces non Rutherford est leur utilisation
dans 'amélioration de I'estimation des rapports stoechiométriques et I’augmentation de
la sensibilité des éléments légers dans des matrices lourdes [59].

La stoechiometrie relative moyenne entre deux éléments A et B appartenant a la
méme cible est estimée de la maniére suivante :

Np Ap o04(E,0)
_Ns _ 4 ) 2
Nso Ayx op(E,6) (3.26)

n
m

3.4.3 Code de simulation

Une approche, en spectrométrie de rétrodiffusion, est de diviser la cible en couche
mince pour faciliter son intégration numérique. Ce calcul implique un échantillon conte-
nant plusieurs couches, chacune d’elles contenant plusieurs éléments. Les programmes
de calcul des densités surfaciques tiennent compte des propagations des erreurs & partir
des données expérimentales obtenues, afin d’obtenir une incertitude raisonnable sur les
résultats des densités surfaciques et la stoechiométrie.

Les coupes de tissus biologiques présentent des distributions spatiales de masse surfa-
cique trés hétérogenes [60]. Cette hétérogénéité peut fausser le calcul des concentrations
obtenues par la méthode P.I.X.E. La variation locale de I’épaisseur de la cible modifie
I'intensité des rayons X émis par des phénoménes d’absorption de rayons X, surtout de
faible énergie. Elle modifie aussi la section efficace de production des rayons X, phéno-
méne directement lié au ralentissement des particules incidentes. La charge déposée sur
la cible permet de normaliser le calcul des concentrations PIXE.

Les méthodes de rétrodiffusion R.B.S établissent la composition ainsi que I’épaisseur
des éléments majeurs constituant la cible, notamment le carbone, 'oxygéne et 1’azote
qui constituent les échantillons biologiques. Pour des raisons cinématiques, I’hydrogéne
ne contribue pas au spectre R.B.S. Le faisceau de particules chargées peut produire un
spectre X et un spectre R.B.S simultanément. Les sections efficaces de rétrodiffusion
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2C(p, p), “N(p,p), 8O(p, p) pour un faisceau d’énergie de 3 MeV et un angle de dé-
tection de 135", sont constantes jusqu’a une énergie de 2,7 MeV environ. Des résonances
dans les sections efficaces de diffusion élastiques apparaissent pour une énergie inférieure
a 2,7 MeV. Lorsque le proton de 3 MeV traverse une coupe biologique, il perd une partie
de son énergie. Si la perte excéde 0,3 MeV la dépendance linéaire entre l'intensité du
spectre RBS des éléments C, N, O et I’épaisseur de la cible biologique traversée n’est
plus garantie. Ces critéres imposent une densité surfacique maximum en cible mince p.t
de 2 mg em™2; ce qui correspond a une épaisseur supérieure a 8 um dans le cadre de
coupes de tissus lyophilisés [61].

Une approche de calcul des spectres en énergie est d’utiliser une composition et des
paramétres specifiés au départ. La procédure modifie ensuite la composition jusqu’a ce
que les spectres simulés et expérimentaux se superposent. Les modifications peuvent étre
faites en changeant directement la composition de la cible pour chaque itération ou par
le moyen d’une procédure de moindre carré.

Code de simulation R.U.M.P

En présence d’échantillons homogenes et de composition peu complexe, la stoechio-
métrie, ’épaisseur de la cible ainsi que la localisation en profondeur d’éléments dopants
ou naturels sont des informations rapidement accessibles. Doolitle [62] [63] propose un
programme RUMP permettant de simuler des spectres de diffusion de particules chargées
sur des cibles constituées de couches homogeénes en composition et en épaisseur.

La philosophie du programme consiste & décrire de fagon formelle 1’échantillon : le
nombre de couches, leur composition, et leur localisation au niveau de I’échantillon total.
Chaque spectre simulé est fabriqué par la sommation des différents spectres élémentaires
de chaque isotope de chaque sous-couche. Toutefois, les réactions nucléaires aux hautes
énergies, les effets de canalisation, 1’écrantage des électrons aux faibles énergies ...ne
sont pas considérées. Un écart entre le spectre théorique et le spectre expérimental est
estimé a l’aide d’un méthode des moindres carrés non linaires.

Code de simulation R.U.M.P.I.N

Les spectres RBS obtenus par balayage d’un microfaisceau sur une cible hétérogéne
en épaisseur présentent des formes trés variées. Le spectre total obtenu sur la zone de
balayage est issu de la contribution de tous les spectres obtenus sur chaque impact. Mo-
retto [64] et Razafindrade [60] proposent une extension du code de simulation précédent
RUMP en RUMPIN (Rump inhomogeéne) partant des constats suivants :

- le spectre total obtenu sur la zone de balayage par un microfaisceau est issu de la
contribution de tous les spectres obtenus sur chaque impact. Chacun de ces spectres
ayant été élaboré a partir d’une épaisseur différente.

- sur des cibles organiques composées de C, N, O, H, le front de montée de chaque pic
de diffusion n’est pas réellement affecté par ’hétérogénéité de la cible. Ces fronts
de montée permettent de déterminer la stoechiométrie moyenne de la cible ainsi
que la charge totale collectée au cours de 'analyse avec une grande précision |[64].

- les variations de stoechiométrie des éléments organiques C, N, O, H dans les tissus
vivants sont limitées surtout au niveau de petites zones d’analyse permettant de
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considérer les spectres élémentaires de méme composition [64].

La reconstruction du spectre expérimental par un spectre théorique & ’aide de RUM-
PIN est réalisée en sommant un nombre de spectres élémentaires, afin d’obtenir 1’épais-
seur (masse surfacique) moyenne de la cible.

Dans une premiére étape, la stoechiométrie et la charge sont déterminées afin d’ajus-
ter la hauteur des fronts de montée des pics, I'épaisseur maximale (masse surfacique)
THICK est aussi déterminée a ce niveau. Cette stoechiométrie sert de référence a 1’éla-
boration de spectres élémentaires (14 au total), et & estimer la charge collectée.

Chaque spectre posséde au départ la méme charge QQ; = Q7 /14. Les facteurs Q;/Qr
servent de poids statistiques & chaque spectre élémentaire avec pour critére de conserver
la charge totale initiale. Il est possible de modifier une de ces valeurs a ’aide du curseur
sur un histogramme. Des affinements sont possibles & ce niveau de la simulation pour
améliorer ’ajustement en modifiant la stoechiométrie moyenne ou la charge totale dépo-
sée.

La masse surfacique moyenne est finalement calculée grace a ces poids statistiques :

14
Qi . (THICK);
THICKpmoyen = Y _( QT)'% (3.27)
=1

Dans le cadre de I'utilisation d’un faisceau de proton, la diffusion élastique de ce type
de projectiles sur des noyaux légers correspond & une section efficace plus élevée que la
section efficace Rutherford pure.

La barriére coulombienne est I’énergie minimale qu’une particule doit acquérir pour
vaincre le potentiel coulombien répulsif d’'un noyau cible. La hauteur de cette barriére
est directement proportionnelle au produit des charges du projectile et du noyau cible.
Plus ce noyau est léger, plus facile sera la pénétration de I’ion incident dans le champ
coulombien du noyau, et plus il ressentira le potentiel nucléaire. Il en résulte une aug-
mentation de la section efficace. Ce phénoméne apparait lorsque 1’énergie du projectile
est telle que I’énergie disponible dans le référentiel du centre de masse correspond & un
niveau d’excitation du noyau composé (noyau cible + projectile)[65].

Les sections efficaces avec leur pic de résonance des réactions 2C(p, p/)*2C, 150(p, p/) 190,
YN (p,p )N sont intégrées au logiciel RUMPIN pour une gamme d’énergie comprise
entre 0,5 et 3 MeV [60][64].

3.4.4 Les dégats d’irradiation

Lorsqu’un faisceau de particules pénétre un matériau une partie de son énergie est
absorbée par la cible. Une cible épaisse recoit la totalité de ’énergie. La particule chargée
céde principalement son énergie par excitation électronique et par ionisation, surtout en
fin de parcours [40]. Une partie de cette énergie peut étre réémise sous forme de radia-
tions, ou transformée en chaleur et provoquer une augmentation de la température de la
cible.

L’équilibre thermique est atteint au bout de 107!? & 1079 seconde. Un équilibre
physico-chimique se traduit par une réorganisation stoechiométrique de 1’échantillon.
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Les dégats d’irradiation se manifestent par des effets de migration élémentaire au sein
de la cible, par un échauffement, des rétrécissements et des déplacements atomiques [66].
L’altération élémentaire la plus communément observée est la perte de matiére [67][68].

L’irradiation contribue & la création de radicaux libres, de cassure de liaisons inter-
moléculaires, de scission de chaines de molécules et par conséquent & la création de
molécules gazeuses.

Elévation de température

La chaleur emmagasinée lors de l'irradiation est perdue par conduction thermique
a travers 1’échantillon, par émission de radiations, par évaporation de matiéres et par
convection thermique [66]. Ces pertes n’empéchent pas 1’élévation de température dans
I’échantillon. Différentes prédictions d’amplitudes thermiques entre le centre de la sur-
face d’impact sous le faisceau et le bord du support existent [66][69]. Elles dépendent de
la conductivité thermique et du pouvoir d’arrét du matériau, de sa température initiale,
des conditions d’irradiation (intensité, taille du faisceau ...). Le dépot d'une couche de
carbone améliore la conductivité de la cible [69].

La prise en compte d’une perte de chaleur par radiation et une modification locale
de la conductivité sous le faisceau abaissent ’estimation de la température de la cible
[70]. Les pertes de chaleur par conduction sont généralement dominantes pour les micro-
faisceaux. Suivant la nature du matériau irradié et des conditions expérimentales, 1’élé-
vation de température varie de plusieurs ordres de grandeur et aboutit rapidement & la
fusion de I’échantillon. Toutefois I’estimation de la température exacte dans 1’échantillon
est difficile a prédire suivant les mécanismes de pertes des énergies considérées [70][69][66].

Certains de nos échantillons sont fortement contaminés en débris métalliques ac-
centuant le dépdt d’énergie et 1’élévation de température de 1’échantillon. Une élévation
importante de la température pourrait modifier la nature méme des débris en provoquant
un changement de phase. Bien que ce mécanisme soit peu probable, la détermination de
phases associée & une analyse PIXE-histologie doit étre réalisée avant toutes mesures par
faisceau d’ions. Un faisceau de protons de 3 MeV d’intensité 40 pA/um? provoque une
augmentation de 90°C a 40 pm de 'impact (mesure réalisée a I’aide du changement de
phase & — [ du quartz )[71].

Les pertes d’éléments

L’évolution des éléments en relation aux pertes de matiére sont observables & I’aide
du spectre RBS pour les éléments majeurs légers et a 1'aide de la PIXE pour les minéraux
et autres éléments lourds.

Les ionisations abondantes le long de la trace de la particule incidente contribuent
a casser un certain nombre de liens chimiques, ne conduisant pas nécessairement & une
migration des éléments. La modification de la structure de ’échantillon biologique est
observable sur nos coupes de tissus inclus en résine detinées & ’analyse PIXE-histologie.
La zone irradiée devient plus imperméable & la coloration au Bleu de Toluidine que la
zone non irradiée.
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La perte ou fluctuation de matiére concerne a la fois les éléments majeurs H, C,
N, O de la matrice biologique ainsi que les minéraux. Ces déplacements peuvent nuire
a la résolution spatiale comme a la quantification [70]. Les éléments minéraux ont des
comportements variés. Certains sont stables, d’autres instables sous le faisceau. Ces com-
portements sont liés & des phénomeénes de rétrécissement, de distorsion de ’échantillon
ou de migration des éléments [68]. La détermination des concentrations des éléments mé-
talliques présents dans nos cibles présentent une grande stabilité, les débris sont présents
majoritairement sous forme de grains.

Des travaux ont décrit le comportement des pertes d’éléments organiques majeurs
dans des cibles biologiques ou similaires sous faisceau d’ions de l'ordre du MeV. Les
constatations suivantes sont observées :

- 'hydrogéne ainsi que 'oxygeéne s’évaporent trés rapidement sur l’ensemble du vo-
lume irradié [68]. L’oxygene décroit quelle que soit la dose délivrée. La température
est indépendante de ’épaisseur, par contre la matiére perdue est proportionnelle
a cette température. La perte en H et en O, dans un échantillon mince de peau
ayant recu une dose de 10'° Gy ( proton de 2,5 MeV), est de 60 % environ pour
ces deux éléments [68].

- les conséquences immeédiates de ces pertes de matiére sont une modification de la
stoechiométrie de la cible aussi bien en surface qu’en profondeur [72], le carbone
est stable, la volatilisation de I'hydrogéne entraine une coloration foncée de la cible
[73].

- des fluctuations de I’épaisseur sont constatées sur des cibles minces en mylar et
en nylon d’épaisseur nominale 2 pm, consécutivement aux pertes en H et O [70].
Le seul moyen d’estimer la composition initiale de la matrice est de mesurer rapi-
dement a tres faible courant (< 10 pA) pendant un temps trés court afin que les
dommages soient faibles [74].

Paramétres d’irradiation

D’un point de vue expérimental, les échantillons sont analysés dans des conditions
telles que 'acquisition soit arrétée une fois I’équilibre atteint. Les conditions expérimen-
tales sont sélectionnées de maniére & minimiser le dépot d’énergie (intensité du faisceau,
vitesse de balayage ...) [75][70][68].

Llabador et al. [75] ont établi que 'augmentation de la vitesse de balayage d’un fais-
ceau de protons sur une cible plastique, similaire a des échantillons biologiques modifiait
I'importance des dégats. La vitesse de balayage la plus rapide ne préserve pas 1’échan-
tillon d’un rétrécissement en volume et des effets radiolytiques, mais limite la fusion,
I’évaporation de matiére, la carbonisation, ainsi que ’apparition de fissures. Cookson
préconise une fréquence de balayage supérieure a 1 kHz [66]. La diminution de 'intensité
du faisceau préserve ’échantillon au détriment de la sensibilité. L’augmention de ’effi-
cacité du détecteur, c’est & dire I'optimisation de sa surface, contribue indirectement &
préserver la cible.
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Chapitre 4

Caractérisation par faisceau
d’électrons

Les principaux microscopes électroniques se scindent en plusieurs catégories : les
microscopes électroniques & balayage (SEM, STEM), les microscopes électroniques a for-
mation d’images stigmatiques (TEM) et ceux a effet tunnel.

Nous avons utilisé la microscopie électronique pour caractériser & 1’échelle nanomé-
trique les débris métalliques présents dans nos échantillons. Des informations concernant
la dimension, la forme mais aussi la nature sont obtenues & ’aide de la STEM (micro-
scopie électronique & balayage en transmission) associée & un EDXS (spectrométrie de
dispersion d’énergie des photons X).

Le faisceau d’électrons interagit de fagon élastique avec le champ de ’atome condui-
sant & un faible transfert d’énergie; seule la vitesse change de direction. Il interagit de
maniére inélastique avec les électrons du milieu, ces interactions impliquent 1’émission
de particules : électrons secondaires (0 a 50 eV), électrons rétrodiffusés qui peuvent at-
teindre une énergie égale a 1’énergie d’accéleration, électrons Auger, photons visibles,
UV, IR, RX. Le transfert d’énergie du faisceau vers la cible peut conduire également a
des échauffements ou des dégats d’irradiation.

4.1 Microscope électronique-Généralités

4.1.1 Principe et fonctionnement

Le principe de fonctionnement d’un microscope électronique a balayage ou & trans-
mission est proche d’un microscope optique. Il posséde une source, un condenseur, un
échantillon, une optique d’agrandissement et une visualisation (oeil) qui permet une per-
ception globale de I'image dans le champ d’observation de 'image de Gauss ou de I'image
pixélisée.

La source est un canon d’électrons de tension d’accélération Vj. Le systéme conden-
seur comprend de deux & quatre lentilles magnétiques, elles réalisent le réglage de la
focalisation du faisceau d’électrons. L’objectif (lentille) fait la mise au point du faisceau
sur 'objet, de ses qualités dépend la résolution. Les lentilles de projection réalisent un
zoom ou un agrandissement de ’objet. Ce systéme de projection transfére 'image don-
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née par 'objectif sur I’écran ou le film. Un diaphragmme de champ dans 'objectif régle
I’angle a d’ouverture de la sonde. Des bobines déflectrices font balayer le faisceau en
mode STEM ou SEM (microscopie électronique & balayage). L’observation de I'image ou
du signal 1ié & 'information recherchée est faite a 'aide d’un écran fluorescent, d’un film
photographique, d’un écran cathodique ou de détecteurs de photons, particules chargées.
Dans le cadre d’un balayage, 'image est reconstruite sur un écran cathodique ou mémo-
risée comme une matrice de nombres. Ce systéme est complété par un porte échantillon
et un systéme de pompage. L’échantillon doit résister sous vide (107*Pa ), étre bon
conducteur d’électricité pour ne pas se charger et résister a l’irradiation.

Les lentilles électroniques, alimentées par un courant stabilisé, ont un comportement
similaire aux lentilles optiques, elles seront caractérisées par des aberrations et des dis-
tances focales.

4.1.2 Formation du contraste en transmission
Interaction électron matiére

La distance d qui sépare I’électron incident de I’atome cible détermine le type d’in-
teraction auquel sera soumis ’électron. Un atome posséde un noyau de charge Ze et de
masse M, et un cortége électronique de charge -Ze, de rayon r.

Lorsque d>r, I’électron voit une cible de charge -Ze et de masse M. Un choc élastique
entre un électron de masse m a lieu avec le nuage électronique de charge -Ze et de masse
M. Lorque I’écart de masse entre la cible et le projectile est grand, le transfert d’énergie
est trés faible.

Pour une distance d<r, une interaction élastique entre un noyau (+Ze, M) et I’élec-
tron est responsable de nombreuses diffusions élastiques & de grands angles de déviation
(électrons rétrodiffusés).

Enfin quand d=r, I'interaction est inélastique : I’électron incident frappe les électrons
du cortége de ’atome. Le transfert d’énergie est important car les masses entre la cible
et la particule incidente sont égales. L’électron perd de ’énergie (diffusion incohérente
ou inélastique).

L’interaction inélastique est responsable de la perte d’énergie du faisceau d’électrons
incident et de la production de particules secondaires fournissant un grand nombre d’in-
formations sur la cible : émission des électrons peu liés, appelés électrons secondaires, dont
I’énergie cinétique est inférieure & 50 eV, ionisation des couches profondes qui provoque
I’émission de rayons X caractéristiques de ’échantillon, d’autres électrons secondaires et
de rayonnement de freinage.

Les interactions élastiques ou inélastiques produisent des déviations multiples du fais-
ceau. Les éléments lourds seront responsables de nombreuses diffusions élastiques avec
de grands angles de déviation et une faible pénétration, I’émission d’électrons rétrodif-
fusés est élevée. Les éléments légers ralentissent le faisceau qui pénétre plus la cible. Peu
d’électrons rétrodiffusés sont émis et la diffusion élastique est faible.
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Le type de contraste

Une image est observable lorsqu’elle présente un contraste, qui correspond & un écart
d’intensité du signal entre les différents points de 'image. Deux phénomeénes peuvent
modifier I'intensité du faisceau incident.

Effet di a la préparation : dans le cas de cibles relativement épaisses, ’effet d’absorp-
tion des électrons permet de discriminer des zones de densités différentes. Généralement,
les épaisseurs des échantillons sont trés réduites afin de limiter les pertes d’énergie des
électrons et de conserver une bonne résolution. L’épaisseur théorique de nos coupes de
tissu inclus en résine est de 100 nm. Les différences d’absorption sont donc trés faibles et
rendent le contraste d’absorption inexistant. Dans le cas de cibles minces, les phénomeénes
de diffusion prédominent par rapport aux phénomeénes d’absorption et ils constituent le
contraste.

Effet d’instrumentation : 'ouverture de 'objectif doit étre trés faible afin de limiter
les aberrations sphériques, de l'ordre de 1072 a4 1072 rd, cet angle limite la résolution
ponctuelle. Seul les rayons diffusés avec un angle inférieur & 'angle d’ouverture parti-
cipent a la formation de l'image, les autres sont stoppés dans l'appareil. Le contraste
est obtenu par soustraction des rayons diffusés ou des rayons diffractés provenant de la
cible. On observe un contraste de diffusion ou de diffraction.

Contraste de diffusion et de diffraction

Les phénomeénes de diffusions élastique ou inélastique élaborent un contraste d’inten-
sité du faisceau sur I'image. Les éléments lourds se caractérisent par de fortes diffusions
élastiques a de grands angles et beaucoup d’électrons rétrodiffusés. Ces diffusions mul-
tiples contribuent & une pénétration moins importante du faisceau qu’avec les éléments
légers. Ceux-ci sont responsables d’un ralentissement important & cause des nombreuses
collisions inélastiques. Si ’épaisseur de la coupe est suffisamment faible pour que la
majorité du faisceau la traverse, la nature des éléments est directement liée au contraste.

Deux cas sont & distinguer : les objets amorphes diffusants et les objets diffractants
cristallisés.

Image en champ clair :

Le diaphragme est centré sur le faisceau d’électrons transmis sans diffraction aucune.
Seuls ces rayons contribuent a la formation de 'image. Toutes les parties cristallines ap-
paraissent sombres sur fond clair. Une particule cristallisée apparait d’autant plus sombre
qu’elle est proche d’une zone de diffraction, un point de la préparation parait d’autant
plus clair qu’il diffuse moins d’électrons.

Image en champ sombre :

Le diaphragme est centré sur le faisceau diffracté par le plan (hkl) du cristal. Seuls,
les rayons qui correspondent a la réflexion sélective (hkl) contribuent a la formation de
I'image. Le cristal apparait clair sur fond sombre.

Il est possible d’obtenir une image en champ sombre & partir de chaque réflexion
(hkl) en orientant l’échantillon de fagon adéquate et en déplagant le diaphragme de
contraste sur la tache (hkl). Des images en champ sombre de particules amorphes ou
mal cristallisées sont obtenues en disposant le diaphragme d’objectif sur un anneau de
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diffusion (I'intensité est trés faible). Les images STEM sont construites en champ sombre.

Le sytéme de détection employé pour nos expériences comprend un détecteur axial
(électrons transmis ou diffusés avec un angle petit) qui construit des images en champ
clair et un détecteur annulaire (diffusions élastiques et diffractions) celles en champ
sombre. Les débris métalliques éventuellement présents dans nos cibles minces ont un
Z plus lourd que la matrice biologique. La matrice diffusant moins que les métaux, les
débris apparaitront sombres sur fond clair en champ clair.

4.2  Microscope électronique a balayage en transmission :
STEM

Pour le TEM (Microscope Electronique en Transmission), 'image est construite au
sens de l'optique géométrique avec enregistrement de 'image sur film ou caméra. L’échan-
tillon doit étre mince (10 & 500 nm). Le contraste provient de la diffusion du faisceau sur
la cible. L’énergie est généralement choisie la plus élevée possible.

Il est possible de rajouter & un MET un systéme de balayage du faisceau. Le ba-
layage d’un faisceau trés fin en mode transmission réalise des observations analytiques
de précision par STEM.

La partie transmise du faisceau incident focalisée sur 1’échantillon mince est regue
dans un détecteur situé aprés ’échantillon. L’image est reproduite ligne par ligne sur
I’écran du tube image associée. Le mode de formation de 'image s’effectue en champ
clair ou en champ sombre. Ces différents modes sont obtenus a 1’aide de deux types de
détecteurs : axial et annulaire.

4.2.1 EDXS couplé au STEM

L’EDXS est une méthode d’analyse quantitative qui détermine les concentrations élé-
mentaires d’une zone irradiée par un faisceau. Cette technique employée simultanément
avec un systéme & balayage est un outil efficace de microanalyse. Le principe consiste a
récupérer les rayons X émis lors de l'ionisation des atomes de la cible par le faisceau.

A ces rayons X caractéristiques émis, s’ajoute un bruit de fond continu. Le rayonne-
ment de freinage provient de la décélération des électrons incidents en mouvement dans la
matiére et passant dans le champ électrostatique des noyaux atomiques. Il est distribué
de fagon continue d’une valeur nulle jusqu’a la valeur de I’énergie cinétique de 1’élec-
tron incident. Sa forme dépend de I’énergie du faisceau et de la masse de I’échantillon.
La grille de support peut contribuer aussi au fond continu. Les pics caractéristiques du
cuivre (raies K, Kg, L, ) se superposent au fond continu de la grille de support. Leur
intensité évolue selon la position de la sonde par rapport aux barreaux du carreau de la
grille, rendant la modélisation de ce fond parasite difficile. Le fond continu est composé
de photons X générés dans I’échantillon et par des électrons non collimatés qui peuvent
exciter les barreaux de la grille support et du porte objet. Afin de minimiser l'influence
de ces effets, 'analyse est effectuée dans une zone éloignée du bord des barreaux de la
grille.
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4.2.2 Caractéristiques du microscope

Nous avons utilisé le microscope PHILIPS CM 30. L’image est visualisée soit sur
un écran phosphorescent (mode TEM) soit sur un tube cathodique synchronisé avec
le systéme de balayage (mode STEM). Le canon a électrons peut fonctionner jusqu’a
une tension de 300 kV, elle est limitée en pratique & 250 kV. La source d’électrons est
constituée par un filament d’héxaborure de lanthane (LaB6). Le systéme de focalisation
donne une sonde électronique réglable de 80 nm & 1,2 nm. Ce microscope est équipé
d’un spectrométre de dispersion d’énergie de photons X, constitué d’une fenétre ultra-
fine (épaisseur de 0,3 pum) afin de détecter les éléments légers a partir du bore (Z>5). Le
détecteur Si(Li) est situé latéralement et forme un angle d’élévation de 20° par rapport
a ’échantillon. Un systéme mécanique de rétraction protége la diode en cas de surexpo-
sition.

Le détecteur axial, un scintillateur de diamétre 7,5 mm relié & un photomultiplica-
teur, réceptionne les électrons transmis et diffusés uniquement a l'intérieur de l'angle de
collection «v et forme une image similaire & celle obtenue en mode TEM. Le signal champ
clair (BF : Bright Field) correspond & une grande proportion d’électrons diffusés inélas-
tiquement et concentrés dans un domaine angulaire étroit. Avec une faible ouverture de
collection et une cible mince le contraste est équivalent au contraste de diffraction en
champ clair du TEM conventionnel. Le détecteur annulaire, constitué d’un cristal semi-
conducteur de diamétre intérieur et extérieur 7,5 mm et 20 mm [76], construit I'image
en champ sombre (DF : Dark Field), en récoltant les électrons diffusés et diffractés émis
dans un angle supérieur & ’angle d’ouverture du détecteur axial. Dans ce signal annu-
laire, les électrons diffractés, diffusés élastiquement ou dispersés dans un large domaine
angulaire dominent.

4.2.3 Meéthode de quantification

Meéthode de Hall

La méthode de quantification des éléments utilise 'intensité des raies pour calculer
les concentrations. La méthode de Hall est une méthode de quantification des éléments
dans le cadre d’échantillons minces. L’intensité est donnée par :

I, = I.N,.0" wy.py.t (4.1)

ou N, 0", wy, px, et t sont respectivement le nombre d’atomes de I’élément x par
unité de volume, la section efficace d’ionisation, le rendement de fluorescence, le poids
de la raie, ’épaisseur de 1’échantillon et Iy l'intensité du faisceau incident.

L’intensité du fond continu di & ’échantillon et & la grille support est estimée d’aprés
la théorie simplifiée de Kramers [77] pour un échantillon constitué de c types d’atomes :

IdE =1y —.—.t. N..Z 4.2
fc 0 EO E ;( C) ( )

Avec Ej I'énergie des électrons incidents, Z numéro atomique, A le nombre de masse
et k1 une constante.
En posant :
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avec :

N,.A,

Ce = > e Ne.Ac

(4.4)
C. est la concentration massique de I’élément c. En intégrant sur un domaine d’énergie
arbitraire, I'intensité du fond continu devient :

Ije = / I;.(E)dE = Io.kg.@.t.Z(Nc.AC) (4.5)

C

ks est une constante. (Z- 2) est la valeur moyenne de (Z ) pour ’ensemble des éléments
¢ de I’échantillon. L’intensité du fond continu est proportlonnelle a la masse totale du
volume irradié.

La concentration massique C, d’un élément x est définie par :

N,.A,

Co = SUNLA,

(4.6)

En utilisant les relations 4.1 et 4.5 et en multipliant IITI par Ax.(%), la concentration
C, s’exprime par :

CIZLA:”.<Z—2>.I—x - k:<Z—2>I— (4.7)
Opwp-Zy \A ) Iy A ) Iy

La concentration C, est proportionnelle au rapport raie sur fond continu de cet élé-
ment mesuré dans le spectre, ce rapport est indépendant de 1’épaisseur dans le cas de
cibles minces. En sélectionnant une large bande de bruit de fond continu, la précision est
augmentée [78].
Pour déterminer la valeur exacte de C,, l'utilisation de standards minces d’éléments de

concentration connue C2! dans les mémes conditions expérimentales permet de s’affran-
chir de la valeur de k, et nous obtenons :

(=)
(72)

,\
=N

) (19

st

Cx — Cst

a>|Nm

)

La valeur moyenne de (%2) dépend de ’échantillon expérimental. Pour les échan-
tillons biologiques, la composition moyenne est stable d’un échantillon & un autre [78].
L’équation 4.8 se met sous la forme :

(#) I,
Co= Cff -~ =K, -~ (4.9)
(I;CC')St Ife



Cette équation exprime la relation fondamentale de la méthode de Hall donnant une
concentration de I’élément considéré a partir du signal mesuré (I, et Iy.).

Le protocole de préparation des échantillons peut modifier sa composition. La lyo-
philisation modifie la distribution des éléments au niveau extracellulaire et provoque des
déplacements d’ions a l'intérieur de la cellule. Les concentrations se classent, suivant le
protocole retenu, par ordre croissant de la maniére suivante : C(milieu hydraté)<C(milieu
de montage)<C(tissu lyophilisé). Les dégats d’irradiation affectent les concentrations
avec des déplacements ou des pertes de matiére organique sous la sonde. Le standard
utilisé pour déterminer les concentrations exactes doit étre de méme nature que la cible,
homogene, de faible épaisseur [78].

Meéthode des K facteurs

Considérons deux éléments 1 et 2 appartenant & la méme cible mince, le rapport de
leur intensité au niveau du détecteur s’ecrit :

ﬁ _ Io.Cl.O'l.wl.pl.t.DlAQ.p
IQ Io.CQ.UQ.LdQ.pQ.t.DQAl.p

(4.10)

D; représente la fonction de tranfert du systéme de détection (efficacité de détec-
tion) pour I’élément i, A; masse atomique de I’élément i, p est la masse volumique de
I’échantillon. Les autres parameétres ont été définis au niveau de 1’équation 4.1.

Le rapport

09.wo.pa. Do A
Kio = 2.W2.p2.L0241 (4.11)
Jl.wl.pl.DlAg
est appelé K-facteur massique de 1’élément 1 relatif a 1’élément 2. L’équation devient
4.10 devient :

Il 1 Io.Cl.t.p

—= 4.12
IQ KLQ Io.CQ.t.p ( )

Les éléments appartiennent au méme échantillon et sont distribués de facon homo-
géne, t, p, Iy se simplifient pour donner la relation des K-facteurs de CIliff et Lorimer
[79] :

Cy I

— — 4.13
G =K g (4.13)

Dans le cadre d’échantillons minces, le rapport des intensités des deux raies % est di-
rectement proportionnel aux concentrations des éléments 1 et 2. Si la teneur d’un élément
présent dans I’échantillon est connu, alors il est possible de déterminer la concentration
de tous les éléments.

Ce formalisme peut s’appliquer aussi dans le cas d’un standard externe. L’intro-
duction du fond continu dans le calcul permet dans certaines conditions d’obtenir les
concentrations des échantillons indépendemment des termes d’épaisseur et d’intensité
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incidente. Si le standard et 1’échantillon sont similaires (méme densité volumique, méme

rapport (%2) ...), alors on obtient :

I
(ﬁlc)ech.
I
(77:)st
Le calcul de la concentration C7 nécessite la détermination des K-facteurs. Des incer-

titudes sur lefficacité de détection, oblige I'utilisation de standards afin de déterminer
les K-facteurs en vue de la quantification.

Cl = CQ.KQJ. (414)

La courbe d’étalonnage des K-facteurs doit étre effectuée a chaque changement de
disposistif de mesure (détecteur, angle solide, filtre .. .).

Effets de matrice

L’interaction prépondérante des rayons X de faible énergie est ’effet photoélectrique.
Il se traduit par une atténuation moyenne, du faisceau de photons X émis par une source,
cette atténuation est décrite par une loi exponentielle :

I =1y exp(—p.p.x) (4.15)

avec u coefficient d’atténuation massique s’exprimant en cm?/g, p la masse volu-
mique de la cible et x la distance parcourue. Globalement, 1’absorption croit avec le
numéro atomique de la cible et décroit avec ’énergie. Mais cette absorption présente des
discontinuités coincidant aux énergies de liaisons des atomes.

Dans le cas de matériaux composés, le coefficient d’atténuation massique moyen est
obtenu par simple additivité des coefficients massiques des différents éléments présents
dans la cible, pondérés par leur pourcentage massique :

Ptot = Z wi-C; (4.16)

La concentration d’un élément dans un échantillon est obtenue & partir de I'intensité
de son rayonnement X émis et mesuré. Les facteurs instrumentaux atténuent 'intensité
initiale de cet élément, le facteur de transmission 7 corrige cet effet.

2
647‘(‘

avec ¢ efficacité du détecteur et €2 angle solide.

T =

(4.17)

La matrice est I’ensemble des éléments de la cible en dehors de ’élément & analyser.
Elle affecte la mesure de l'intensité du rayon X caractéristique de I’élément de deux
fagons : soit par affaiblissement, soit par renforcement.

- affaiblisement primaire, les autres éléments atténuent le faisceau incident ; affaiblise-
ment secondaire, ils atténuent directement les rayons X de I’élément considéré. Ces
deux effets constituent les effets d’absorption.
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- si ’échantillon renferme des éléments de numéro atomique supérieur a 1’élément consi-
déré, leurs rayons X peuvent exciter & leur tour cet élément (phénomeéne de fluo-
rescence secondaire). Ce phénomeéne différe de ’échantillon au témoin. Un effet
de micro-absorption peur intervenir dans le cas d’hétérogénéité du matériau. Un
échantillon contenant des particules de phases différentes et de taille finie est consi-
déré comme homogene vis a vis du faisceau lorsqu'un grand nombre de grains
participent & ’absorption, créant un effet de moyenne. L’importance des effets de
matrice dépend donc de la composition de la matrice et du rayonnement primaire
incident. Dans le cadre de ’analyse, ces effets doivent étre corrigés ou estimés.

Correction des effets matrices

Il existe une région pour de trés faibles épaisseurs ot l'intensité de I’élément est pro-
portionnelle & I’épaisseur (équation 4.1), les effets d’absorption sont négligeables. L’in-
tensité est proportionnelle & la masse de 1’élément considéré.

Pour les échantillons épais et homogenes, les effets d’absorption et de fluorescence
secondaire sont a corriger. Une correction compléte par le calcul est liée aux incertitudes
sur les bases de données physiques et donnent parfois des précisions limitées. Les mé-
thodes empiriques se déclinent selon trois axes. L’approximation linéaire ou les effets
de matrice sont négligeables telle que l'intensité soit directement proportionnelle & la
concentration (cible mince).

La deuxiéme approche est de corriger 'effet de matrice & 1’aide de standards de
propriétés de matrices voisines de I’échantillon, ou bien & ’aide de courbes d’étalonnage
expérimentales, ou en déterminant les facteurs d’absorption & partir des éléments majeurs
connus.

La méthode de I’étalon interne est fréquemment utilisée en spectroscopie optique,
elle consiste & mesurer l'intensité d’une raie caractéristique d’un élément par rapport a
Iintensité d’une autre raie prise comme étalon. L’étalon interne doit étre affecté de la
méme fagon par les effets de matrice que la raie mesurée.

Simplification des corrections d’absorption

Pour nos expériences, nous utilisons un détecteur a fenétre ultra-fine afin de détecter
un grand nombre d’éléments légers. Bien que ce filtre réduise ’absorption, les éléments
légers subissent une atténuation de la part du filtre et de ’échantillon.

L’analyse quantitative de cibles minces en microscopie électronique requiert des cor-
rections d’absorption des rayons X surtout pour les éléments légers. Ces corrections né-
cessitent la connaissance de ’épaisseur de la cible dans la région de I’analyse. La mesure
de I’épaisseur n’est pas chose aisée en pratique et introduit des aspects indésirables : er-
reur expérimentale supplémentaire, augmentation du cott et de la durée de I'expérience
ainsi que des conditions expérimentales et du matériel spécifique.

Z. Horita [80] propose une méthode simple de correction d’absorption dans le cas ou
I’épaisseur de I’échantillon est inconnue. La quantification d’une micro-région dans une
cible consiste & mesurer les intensités 4 et Ig des éléments A et B et de les convertir en
poids fractionnaire C4, Cp al'aide de C4/Cp = Kap(Ila/Ip) ou K4p est une constante
pour une condition expérimentale donnée.

63



Les rayons X générés par la cible (A et B) sont differemment absorbés dans 1’échantillon
et cette absorption peut étre corrigée & ’aide de I’équation suivante :

Iy _ (I—B)o-{ (u/p)2 }{ 1 — exp[—(u/p)&,-p-t-cosec a } (4.18)

Ia “La’0 U (w/p)B | L1 = expl—(1/p)i,-p-t-cosec o

Ip/14 et (I4/Ip)o sont respectivement les rapports des intensités mesurées et faisant
I’objet d’une correction d’absorption. t est I’épaisseur de I’échantillon et p est sa densité.
a est angle de détection et (u/p)j%, (u/p)g, coefficients d’absorptions massique de A
et B dans ’échantillon. Si tous les rayons X sont générés par au moins la moitié de
I’épaisseur de la cible, I’équation se simplifie de la maniére suivante :

f__j _ (%)0' e:z:p{ _ [(M/P)SB;; — (u/p);‘;] . p. % . cosec a]} (4.19)

En prenant I'expression logarithmique de cette équation :

Ip Ip

avec
Aap =0,217 .[(u/p)’gg - (u/p)go].p.cosec o (4.21)

Le logarithme du rapport des intensités mesurées est relié de fagon linéaire & 1’épais-
seur t. Une visualisation graphique de In(Ip/I4) en fonction de t permet d’obtenir le
rapport des intensités In(Ip/I4) corrigé de 'absorption, en extrapolant graphiquement
la courbe & t=0. In(Ip/14)¢ représente le rapport des intensités sans phénomeéne d’ab-
sorption.

Considérons un troisiéme élément dans I’échantillon d’intensité I,,. D’aprés I’équation
4.1, son intensité est proportionnelle & I’épaisseur si ’échantillon est une cible mince et
si son coefficient d’absorption massique est petit alors :

I, =d.t (4.22)

Avec @ constante lorsque I’échantillon est homogéne et les conditions expérimentales
sont identiques. En substituant 1’équation 4.22 dans 4.23 :

ln(%) — zn(%)o + %. I, (4.23)

La visualisation de In(Ip/I4) en fonction de l'intensité I, et non plus de t, déter-

mine & [, = 0 le rapport des intensités In(Ip/I4)o corrigé de I’absorption. L’utilisation

de cette méthode nécessite que les photons d’un des éléments de ’échantillon ne soient

pas soumis & l'atténuation, de telle maniére & ce que leur intensité soit directement liée

a I’épaisseur de la cible. L’utilisation de I, est une alternative & la variable t et élimine
le probléme de la mesure de ’épaisseur.

Le tracé logarithmique In(Ip/I4) en fonction de lintensité I, d’un élément dont

les rayons X ne sont pas atténués permet d’extrapoler & I, = 0 le rapport corrigé de
I’absorption.
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Chapitre 5

Mesure de radioactivité résiduelle

5.1 Les objectifs

Dans le cadre d’implantation de prothéses, il est important de déterminer I'activité
radioactive de ces produits afin de s’assurer de leur inocuité.

La détection des photons gamma autorise une analyse sur toute la masse volumique
de I’échantillon. La nature et la quantité de nos échantillons induisent en général une
radioactivité tres faible. La mesure de cette activité exige des techniques ultra sensibles.
La forte diminution du bruit de fond est le moyen d’améliorer cette sensibilité. Les dispo-
sitifs du CENBG et du LSM (Laboratoire Souterrain de Modane) ot nos analyses ont été
effectuées ont permis le développement d’une nouvelle génération de détecteur Ge (HP)
a trés bas bruit de fond. Ces moyens destinés aux expériences de physique des particules
voient leur champ d’application s’élargir & des domaines comme 'océanograhie, la data-
tion, 'environnement, la géologie [81] [82]. Nous avons pu bénéficier des équipements du
laboratoire de Ph. Hubert et de sa participation aux mesures [81].

5.2 Les familles radioactives

Tous les éléments qu’ils soient radioactifs ou stables étaient présents a I'apparition
de la Terre, il y a 4,5 milliards d’années.

La radioactivité dite naturelle regroupe les familles de 233U, 235U, 232Th. Ces noyaux
ont des périodes de décroissance trés longues (10° ans) comparables & I’age de la Terre.
Le potassium ‘0K est aussi un radioisotope naturel. Le tableau 5.1 résume les principaux
émetteurs v des chaines radioactives naturelles.

La radioactivité produite par ’homme (radioactivité artificielle) est principalement
caractérisée par deux éléments : 137C's issu des retombées nucléaires et ©0Co lié a 1'utili-
sation industrielle.

Une troisieme composante & la radioactivité générale est la radioactivité cosmogé-

nique créée par le rayonnement cosmique. Elle provient de I'activation des matériaux au
niveau du sol, les éléments produits peuvent étre 54Mn, °Zn, ©Co . ..

65



238 U 235 U 232Th

234Th 235U 228AC 212Pb
) ) )
234PCL 226RCL 21232‘ , 208Tl
) )

214Pb, 214B,L'

TAB. 5.1 — Principaux éléments émetteurs v des chaines radioactives naturelles.

5.3 Amélioration de la sensibilité de détection : ultra bas
bruit de fond

Le bruit de fond d’un spectomeétre v a plusieurs origines. La premiére composante de
bruit de fond d’un spectrométre « est induite par le rayonnement cosmique, la deuxiéme
composante provient du flux de rayons « de la radioactivité des matériaux environnants
et la troisiéme est liée a la radioactivité des matériaux entrant dans la composition du
détecteur.

Une partie des mesures a été effectuée au CENBG de Bordeaux et 'autre au LSM,
Laboratoire Souterrain de Modane ot des dispositifs de bas bruit de fond ont été mis en
place pour diverses expériences de physique comme NEMO (Neutrino Experiment with
MOlybdenum).

L’objectif des expériences est de déterminer par spectrométrie gamma les isotopes
naturels ou artificiels présents dans différents biomatériaux. La spectrométrie gamma
ultra bas bruit de fond permet de détecter des activités de 'ordre du mBq/kg pour nos
échantillons.

5.3.1 Mesures au C.E.N.B.G

La source dominante du bruit de fond dans un détecteur Ge, situé au niveau du sol,
provient du rayonnement cosmique.

Les deux principales particules cosmiques sont les protons (~ 86% ) et les noyaux
d’hélium « (~ 13% ). Les protons peuvent atteindre des énergies de 100 TeV. Ils inter-
agissent avec les noyaux d’azote et d’oxygéne de ’atmosphére pour donner une cascade
de particules : pions 70, neutrons et protons de plus faibles énergies. Les pions créent
a leur tour des muons p*, des neutrinos v, des photons gamma, ~, des électrons et des

positons e*.

Les pourcentages des particules qui arrivent au niveau du sol et qui sont d’origine
cosmique sont donnés dans le tableau 5.2. Le flux de muons domine. Il nuit & la sensibilité
du détecteur en ionisant le cristal, en produisant des particules secondaires e®, v, n et en
créant des isotopes radioactifs cosmogéniques.

La figure 5.1 représente le dispositif mis en place au CENBG. Le détecteur est un
germanium Ge, bas bruit de fond, de type p, de volume 100 cm?, de résolution en énergie
de 1 & 2 keV selon |’ énergie.

Le plomb a regu un traitement spécial de fabrication qui lui confére une grande
pureté radioactive. La présence, malgré tout, d'un isotope radioactif 2'°Pb de période
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Particules protons pions électrons | neutrons muons

% 0,5 0,05 16,45 23 60

TaB. 5.2 — Composantes du rayonnement cosmique au niveau de la mer.

Polyéthylene Boré 4
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F1G. 5.1 — Vue transversale du systéme de détection optimisé (détecteur-blindage-dewar),
du spectromeétre v du CENBG.

112 = 22,3 ans, qui se désintegre par émission [ génere du bruit de fond dans le détec-
teur. Une couche de plomb archéologique dont I’activité en 29 Pb est devenue négligeable
minimise cet effet. L’épaisseur optimale du plomb est de 15 cm (10 cm plomb standard
+ 4 cm plomb archélogique). 15 ¢cm de plomb stoppent 99,4% des électrons d’origine
cosmique [83]. Cette épaisseur diminue au maximum le bruit de fond au niveau du spec-
trométre v pour une énergie inférieure a 2 MeV. Au-deld de 2 MeV, le taux de comptage
est essentiellement dominé par 'interaction des muons cosmiques avec le cristal et dé-
pend peu du blindage. Les sections efficaces d’interaction du plomb avec les neutrons
sont faibles. Le flux de neutrons au niveau du Ge est quasi indépendant de I’épaisseur
de plomb.

Le rajout d’un veto anticosmique (anticoincidence) autour du systéme blindage-
détecteur réduit le taux de comptage du bruit de fond total du spectre d’un facteur
5 & 6. Le bruit de fond est désormais dominé par l’interaction des neutrons avec les
différents matériaux. L’installation d’un modérateur neutron PEB polyéthyléne chargé
de bore, entre les deux types de plomb, diminue de 20 % le taux de comptage.

Des mesures préliminaires sont effectuées au CENBG afin de déterminer un ordre
de grandeur de l'activité. Lorsque celle-ci est trés faible, des mesures au laboratoire

67



Souterrain de Modane sont réalisées.

5.3.2 Mesures au L.S.M : Laboratoire Souterrain de Modane

Nous avons vu qu’au niveau du sol la sensibilité de la spectrométrie v est liée au
bruit de fond du rayonnement cosmique. Le LSM réalise des dispositifs de mesure a ul-
tra faible radioactivité. Il est enterré sous 1700 métres de roches équivalent & 4400 mee
( metre équivalent eau). Cette protection naturelle a l’avantage de réduire le flux de
muons cosmiques d’un facteur 10° et par conséquent le flux de neutrons d’un facteur 5.
Des dispositifs de mesures d’ultra faible radioactivité nécessitent en plus : une protection
contre les rayonnements des parois du laboratoire, d’étre isolé de 'air qui contient du
radon et, une sélection poussée des matériaux entrant dans la composition du détecteur.

Le tableau 5.3 donne l'ordre de grandeur des sensibilités atteintes avec des détecteurs
placés au CENBG et LSM [83].

Site blindage Sensibilité
mBq/kg
CENBG Pb(14cm) + ~ 10-20
PEB(16c¢m)+veto
LSM Pb(20cm) ~1

TAB. 5.3 — Sensibilité atteinte dans des détecteurs germanium Ge de 100 cm?® au CENBG
et au LSM concernant les isotopes 24 Bi et 29%T7 [83].

Le dispositif de mesure comprend un détecteur Ge de haute pureté, un cryostat com-
posé d'un alliage AlSi dont les taux d’U et de Th sont < & 0,3 107'2ug/g. Aucune
activité v n’a pu étre mise en évidence avec les limites suivantes < 2 mBq/kg pour les
éléements Ra, Th, TI des chaines naturelles et °Co, 37Cs et < 30 mBq/kg pour le 'K
[84]. L’augmentation du volume du détecteur se traduit par un gain en efficacité d’un
facteur 2 a 200 keV et 3,5 a 2700 keV [85].

Pour estimer le bruit de fond du détecteur, il est nécessaire de remplacer I’échantillon
par un matériau de méme géométrie, de méme numéro atomique et de méme densité,
controlé auparavant non radioactif. A titre d’exemple, 'activité d’un détecteur Ge de 100
em? est de Pordre de 10 mBq/kg pour quelques jours de comptage, géométrie normale
[84].

Le radon apparait dans les chaines de décroissance naturelle 233U, 232Th, 2350 . Les
principaux isotopes dans lair sont le 22 Rn (radon) et le 220 Rn (Thoron) de périodes trés
courtes (secondes). Leurs produits de décroissance 218 Po et 216 Po peuvent se déposer
par effet électrostatique sur les surfaces des matériaux. Le LSM est équipé d’un systéme
de ventilation et de détection du Rn provenant de la roche. Un espace de 100 cm? est
disponible au dessus du capot du détecteur pour placer ’échantillon. Le probléme lié au
gaz radon est limité en minimisant le volume d’air dans I’enceinte. Le blindage est rendu
étanche par une feuile d’Al de 2 mm d’épaisseur, et une légére surpression est maintenue
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Fi1G. 5.2 — Description du détecteur Ge au LSM. De I'extérieur vers I'intérieur : 15 cm
de plomb standard, 10 cm de cuivre de haute pureté et 6 cm de blindage rapproché soit
en Pb archéologique, soit en Cu.

par un flux d’azote gazeux provenant d’une bouteille externe.

Les échantillons sont placés dans une boite étanche, elle méme placée dans un sa-
chet en plastique étanche, il faut attendre la décroissance du radon piégé a lintérieur,
minimiser le dépdt de poussiéres sur la surface de la boite et éventuellement rétablir
I’équilibre entre le 2'4Pb/?14 Bi et 26 Ra si celui ci a été rompu lors de la préparation de
I’échantillon.

Les trois premiéres heures de prise de données sont rarement exploitables & cause de
la raie du 2'*Pb [85].

La figure 5.2 décrit le dispositif du LSM. Il est possible de placer une plaque de cuivre
ultra pure entre le détecteur et le blindage plomb afin d’atténuer la pollution au 2!°Pb
contenu dans le plomb standard.
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Troisiéme partie

Résultats et interprétations
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Chapitre 6

Contamination du tissu capsulaire
par les prothéses de genou

L’objectif est de caractériser la contamination par les implants métalliques des tissus
capsulaires voisins. Il s’agit d’estimer les teneurs des éléments métalliques et de localiser
la contamination au niveau des tissus.

On constate que les concentrations des éléments métalliques varient d’un facteur 10
a 100 dans le tissu proche de I'implant. Elles sont déterminées a 1’aide de la méthode
d’analyse PIXE (Particle Induced X-Ray Emission) couplée a la méthode RBS (Ru-
therford Backscattering Spectroscopy). Cette derniére renseigne sur la charge déposée et
caractérise les cibles en éléments majeurs C, N, O. Pour les échantillons les plus pollués,
la méthode RBS indique que les débris métalliques modifient localement la teneur en
éléments organiques majeurs C, N, O. L’association des méthodes PIXE-RBS et STEM-
EDXS fournit des informations complémentaires sur les débris rencontrés.

Les cibles épaisses feront I’'objet d’une détection sur une zone plus étendue , et permet-
tront de suivre le comportement et la localisation des débris au sein du tissu capsulaire.
Une tentative pour décrire I’homogénéité de la pollution en fonction de la profondeur de
pénétration sera corrélée avec des clichés histologiques. Un autre chapitre dresse le bilan
de la méthode corrélant une analyse PIXE et histologique sur la méme zone.

6.1 Protocole d’échantillonnages

6.1.1 Le tissu capsulaire

L’articulation du genou est encapsulée par un tissu de maintien, appelé capsule arti-
culaire (figure 6.1). La membrane synoviale tapisse 'intérieur de la capsule. Elle délimite
la cavité articulaire et sécrete le liquide synovial. Les ligaments et les ménisques com-
partimentent 1’articulation mais ces parties communiquent entre elles pour permettre au
fluide articulaire de circuler [86].

La membrane synoviale intervient au niveau des propriétés mécaniques du genou, elle
constitue une barriére d’échange et de filtration et gére la défense contre les agressions
extérieures. Elle représente une véritable barriére active entre ’organisme et l'articula-
tion. Le liquide synovial lubrifie les zones de contact et nourrit le cartilage. Deux types
de cellules A et B, appelées synoviocytes, coexistent dans la membrane synoviale. Les
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Zone de prélévement
des échantillons

Rotule

Capsule
Cartilage

synovial

Fi1g. 6.1 — Articulation du genou humain, vue de profil. Les ménisques ne sont pas
schématisés.

cellules de types A ont un caracatére commun avec les cellules macrophages, lié & une
activité macrophagique vis a vis des débris cellulaires ou petites particules [87].

6.1.2 Tissu lyophilisé

Les tissus per-opératoires sont stockés dans des boites plastiques hermétiques puis
congelés. Suivant la méthode d’analyse, différentes préparations sont nécessaires. Le pre-
mier dessin de la figure 6.2 schématise les tissus au contact de la prothése dans l’articu-
lation. La partie supérieure de 'implant est fixée au fémur (os) et la partie inférieure au
tibia (0s). Le tissu synovial est séparé de Cr-Co-Mo, TA6V et UHMWPE par le liquide
synovial, dans lequel baigne la prothése. La membrane synoviale s’organise en replis et
est non plane. Cette fine membrane repose sur le tissu capsulaire. Tissus synovial et
capsulaire s’ancrent au niveau des os (fémur, tibia), au-dela de la prothése. Le protocole
cible mince et cible épaisse autorise ’analyse du tissu capsulaire et synovial (figure 6.2).

Cibles minces

Des blocs de tissu de 1 ¢m? sont amenés & température de I'azote liquide afin de
conférer au bloc une grande stabilité de coupe et obtenir des coupes fines. Une fois
refroidis, les blocs sont fixés sur un porte objet a ’aide d’une colle spéciale et placés
dans un cryomicrotome dont I’enceinte avoisine les —30°C'. Des coupes d’épaisseur de 10
um sont réalisées. Afin d’estimer la profondeur de pénétration de la contamination, des
profils de coupes sont réalisées de la zone proche de 'implant vers ’extérieur du tissu.
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sous vide de la chambre d’analyse. Apreés lyophilisation, ces cibles sont recouvertes d’une
couche de carbone autorisant I’écoulement des charges qui se créent en surface de la cible
sous faisceau d’ions.

La lyophilisation entraine une diminution importante de poids, mais le volume ne
change pas. Cette perte de poids conduit & une surestimation des teneurs en débris mé-
talliques.

Les cibles épaisses donnent les concentrations métalliques au niveau de la membrane
synoviale par l'intermédiaire des coupes surfaciques (CS) (figure 6.2). Des coupes trans-
verses (CT) épaisses localisent la migration des éléments métalliques dans le tissu sur
des distances plus grandes qu’avec les cibles minces.

6.1.3 Tissu inclus en résine

Certains tissus sont inclus dans des résines. Cette préparation s’effectue en deux
temps. Tout d’abord, la fixation chimique stabilise la matiére vivante et bloque les
systémes enzymatiques. Un fixateur, solution tampon de cacodylate de sodium et de
glutaraldéhyde, & pénétration et & action rapide associé & des volumes d’échantillons pe-
tits (quelques mm?) respecte au mieux les caractéristiques physico-chimiques des fluides
cellulaires. Un ringage dans la solution tampon seule est effectué. L’inclusion en résine
proprement dite commence. Les échantillons doivent étre auparavant déshydratés dans
une série de bains d’alcool éthylique de degré croissant (70O ,95°,100° ). L’immersion des
échantillons dans une solution d’oxyde de propyléne et dans des mélanges graduels de
résine epoxy et d’oxyde de propyléne, favorise la pénétration de la résine. La résine est
une solution meére (Taab) a laquelle est rajouté du NMA (Nadic Meyhyl Anhydride) du
DDSA (Dodecenyl Succenic Anhydride) et du DMP30 accélérateur de polymeérisation
(2-4-6 Tridiméthylaminométhyl Phenol). La résine époxy confére une dureté nécessaire
a la coupe du tissu et une grande stabilité sous le faisceau d’électrons. Les tissus inclus
en résine sont mis en gélule et polymérisent pendant plusieurs jours.

Des coupes ultrafines de 100 nm d’épaisseur nominale sont faites a ’aide d’un ultra-
microtome. Les coupes rendues conductrices par une couche de carbone sont déposées
sur une grille en cuivre. Cette grille est placée sur un support transféré vers la chambre
d’analyse du microscope électronique.

Des coupes d’épaisseur comprises entre 7 um et 10 um sont réalisées a partir des
mémes blocs. Ces coupes sont destinées & ’analyse par P.I.X.E et histologie. La gamme
de coupe du microtome s’étend de 0,25 pm & 60 pwm. Un porte objet, acceptant des
échantillons de dimensions (50x60x40 mm), orientable, facilite la découpe. Les couteaux
employés sont en carbure de tungstene.

6.2 Degré de la contamination

Nous disposons de 6 échantillons humains per-opératoires dont cing échantillons au
contact de la prothése ainsi qu’un tissu témoin, repéré par la nomenclature suivante F;
et 71 . Un groupe concerne des implants & base de titane exclusivement (P;,Ps) et un
autre groupe, des protheses titane-Cr-Co-Mo (P,,Ps,P;). Un échantillon E; correspond
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a une prothése P;.

Concentration titane vanadium cobalt chrome
en ug/g Ti Vv Co Cr
E,q 1431 + 73 39+ 10 < LOD < LOD
Es 92982 + 4887 4000 + 263 676 £+ 38 313 +£ 26
Es 127731 £ 6770 5818 + 368 981 4+ 62 840 + 72
Ey 267316+10648 | 11144 +546 | 2169491 | 111247
Es 257 + 14 9+4 < LOD < LOD
T 32+ 22 67+ 14 0 < LOD

TAB. 6.1 — Concentrations les plus élevées, des éléments Ti, V, Co, Cr détectés dans les
6 échantillons & partir des cibles minces. LOD : Limite de détection.

Les concentrations de 17 pour Ti, V, Co, Cr sont établies sur plusieurs zones d’analyse
et moyennées. Le tissu témoin 7 contient du titane et du vanadium a hauteur de 32 ppm
et 67 ppm ou pg/g. Les incertitudes concernant ces concentrations sont importantes, les
teneurs étant faibles et proches de la limite de détection (LOD). Aucune présence de Co
n’a été détectée. La membrane synoviale est connue pour ne pas contenir cet élément
[87]. La limite de détection de la méthode PIXE est définie par le symbole LOD : dans
le cas du Cr, cette limite de détection s’éléve & 40 ppm environ. De facon générale, les
éléments métalliques Ti, V, Cr sont de 'ordre de la dizaine de ppm dans un tissu sain
lyophilisé.

La comparaison de Ti et de V pour les 5 échantillons avec T} montre que I’ensemble
des échantillons posséde un excés de ces éléments lié & une contamination par les pro-
theses. Les teneurs en V de E5 et de E7 sont inférieures & celles de T7. Nous ne disposons
que d’un témoin, et les teneurs en éléments traces peuvent varier d’un tissu a un autre.

Es5, E3, E4 ont un excédent de Ti, V, Cr et de Co par rapport & T;. Cependant, il
existe un facteur 100 entre les contaminations par les deux types d’alliage : TA6V pollue
plus que Cr-Co-Mo. Les teneurs en Co et Cr pour E; et E5 sont inférieures a la limite de
détection. L’association du TA6V/Cr-Co-Mo contamine plus qu'une prothése en TAGV
seul. Il est difficile de généraliser sur le comportement de ces implants & partir de 5 cas
d’études. Une étude comportant un plus grand nombre d’échantillons pourrait confirmer
ou non cette tendance.

Les contaminations maximales en titane représentent jusqu’a 26% de la masse totale
séche de la cible analysée de I’échantillon Fy. A ce degré de contamination, le titane n’est
plus un élément trace. Nous sommes en présence d’une trés forte pollution. Le chapitre
suivant décrit les résultats obtenus & l’aide de la méthode RBS sur l'influence de cette
pollution métallique dans la matrice biologique.

7



78



Chapitre 7

Caractérisation des échantillons
biologiques en éléments majeurs

Les échantillons proviennent de tissus capsulaire et synovial. Ces tissus sont d’abord
analysés par la méthode P.I.X.E afin de déterminer leur contamination en éléments ou
débris métalliques. La composition en éléments majeurs C, N, O, H est nécessaire afin
d’estimer les concentrations & l’aide du logiciel GUPIX en cible épaisse. La détermi-
nation d’une partie de la stoechiométrie et du pourcentage massique de trois éléments
majeurs principaux C, N, O confirme la teneur de ces éléments, estimés auparavant par
le calcul. La perte de 70% a 80% d’eau lors de la lyophilisation donne une estimation de
la stoechiométrie des élements constituant la matiére séche. L’hydrogéne est observable
uniquement par des collisions vers ’avant, non rétrodiffusés, pour des raisons cinéma-
tiques. La composition du tissu inclus en résine sera également évaluée.

La composition moyenne de la cible est retenue lorsqu’elle acquiert une certaine sta-
bilité sous le faisceau vis & vis des pertes subies lors de l'irradiation. Pour les tissus inclus
en résine, les pourcentages sont définis aprés les pertes dues aux différents traitements de
I’échantillon et apres les dégats d’irradiation. Les spectres RBS sont analysés ’aide des
programmes R.U.M.P et R.U.M.P.I.N. Ils renseignent sur la composition de la cible, sur
la charge déposée, sur I’hétérogénéité des cibles, sur les dégats provoqués par le faisceau,
ainsi que sur l'influence de I’état de contamination sur la stoechiométrie. Les intensités
sont normalisées par la charge déposée.

7.1 Comportement du faisceau de protons dans les cibles

L’énergie des faisceaux de protons est de 3 MeV. Suivant 'information recherchée, des
cibles d’épaisseur et de densité différentes seront analysées. Afin de fixer les idées sur la
quantité d’énergie déposée, des simulations & 'aide du programme SRIM-TRIM ont été
effectuées [40|. La composition en éléments majeurs (C, N, O) est déterminée a partir des
mesures R.B.S. Une base de données fixe la teneur en hydrogéne par comparaison avec
des composés plastiques proches du tissu capsulaire lyophilisé. Les densités volumiques
retenues sont celles déterminées par R.B.S en considérant une épaisseur moyenne des
coupes de 10 um, valeur nominale de nos coupes minces. Différentes teneurs de TAGV,
exprimées en % massique, sont incluses & la matrice biologique. Les densités finales sont
élaborées en fonction de la teneur du TA6V par pondération.
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7.1.1 Dépo6t d’énergie sur cible mince

Un proton de 3 MeV perd environ 3% de son énergie initiale dans une coupe lyophili-
sée d’épaisseur 10,5 um (tableau 7.1). A tissu et densité équivalentes, une augmentation
de Iépaisseur de 4 um provoque une perte d’énergie de 1% en plus. Le méme résultat

est constaté sur des coupes de tissu inclus en résine.

Perte d’énergie en | Epaisseur | Tissu sans | 10% de | 25 % de
MeV de coupe | débris de | TA6V TAGV
en pm TA6V
Tissu lyophilisé 8,5 0,066 - -
avec support 10.5 0,089 0,12 0,166
formvar 12,5 0,101 - -
Tissu 10 0,12 0,16 0,31
inclus en 12 0,13 - -
résine 14 0,15 - -

TaB. 7.1 — Perte d’énergie en MeV, de protons de 3 MeV, dans des coupes minces a
différentes teneurs en débris de TA6V. Erreur statistique estimée a 5%.

La teneur en débris de TAGV influence aussi le dépot d’énergie, le titane et les autres
éléments présents dans l'alliage augmentent la densité de la cible. Une contamination de
Pordre de 25% de la masse totale des tissus fait passer la perte d’énergie du proton de
3% a 5,5% pour le tissu lyophilisé et de 4% a 10% pour le tissu inclus en résine.

La variation de I’épaisseur de quelques microns a peu d’influence sur la perte d’éner-
gie, par contre une présence importante de débris augmente ce dépdt d’énergie.

7.1.2 Dépoé6t d’énergie sur cible épaisse

Lorsque les cibles sont épaisses, elle regoivent la totalité de I’énergie de la particule.
Nos coupes ont des épaisseurs de plusieurs mm, chaque proton dépose 3 MeV dans la
cible. Cependant les courbes de Bragg indiquent que le dépdt d’énergie n’est pas uni-
forme tout au long du trajet, un maximum d’énergie est cédé en fin de parcours.

Le calcul de la perte d’énergie le long du trajet en fonction de la distance parcou-
rue permet d’estimer le parcours moyen du proton. Le parcours moyen des protons est
plus important pour le tissu lyophilisé que celui inclus en résine, qui est plus dense. La
présence de TA6V diminue le parcours des particules chargées. En effet, 10% de TA6V,
répartis de fagon homogene dans la matrice biologique, réduisent de 35% environ le par-
cours du proton pour le tissu lyophilisé et de 25% pour le tissu inclus (tableau 7.2).

Le parcours d’un proton dans un échantillon de tissu lyophilisé, contenant 10% de
TAG6V est de 157 pum environ. I1 dépose 3 MeV sur cette profondeur. L’énergie moyenne
déposée sur une épaisseur de 10 pum est de 0.19 MeV (3/157x10).

La distribution en concentration des débris de TA6V et de Cr-Co-Mo est hétérogéne
dans les échantillons. Lors de I'analyse en cible épaisse, le volume d’analyse varie suivant
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% de TA6V dans le tissu | Tissu lyophilisé | Tissu inclus en résine

0% 241+5,3 165+ 3
1% 224+5,3 161 + 2,6
5% 190 + 3,6 141 £ 2,5
10 % 157+2,3 124+ 2,3
15 % 137 +2,4 1114+2,7
25 % 108 £ 2 96 + 2

50 % 76+1,5 72+1,9
100 % 59+ 1,6 59+ 1,6

TAB. 7.2 — Parcours moyen en pm, des protons de 3 MeV, dans des cibles épaisses et
pour diverses teneurs en débris de TA6V.

la concentration de plusieurs dizaines de um. Suivant 1’énergie du photon X de 1’élément
présent, la différence de profondeur d’analyse affecte I'atténuation de ce photon, renfor-
cant son hétérogénéité dans la cible.

Les fortes concentrations augmentent le dépot d’énergie par unité de volume et par
conséquent modifient les dégats d’irradiation. Certains modeéles de calcul de tempéra-
ture de la cible sous la sonde prévoient des élévations supérieures aux températures de
fusion de la matrice. La considération ou non de la perte d’énergie par rayonnement et
de la détermination de la conductivité thermique du matériau est source d’erreur concer-
nant ces températures. La détermination des différentes phases « et 8 présentes dans les
débris d’alliages in wivo doit s’effectuer avant toute analyse par faisceau, bien que ce
phénomeéne soit peu probable en ce qui concerne le TA6V. Il posséde une température
de changement de phase avoisinant les 1000° C.

Au fur et & mesure que le faisceau pénétre dans la cible, il subit une multitude de
déviations angulaires. Les impacts de faisceau ont été étudiés en fonction de plusieurs
parametres (figure 7.1). L’épaisseur de la cible, contrairement & la quantité de débris,
dégrade la résolution en augmentant le diameétre du faisceau. Dans le cadre de la réa-
lisation d’un protocole couplant une analyse P.I.X.E et histologique, les cibles minces
seront privilégiées par rapport aux cibles épaisses car moins d’énergie est déposée et la
résolution initiale du faisceau est conservée.

7.2 Les dégats d’irradiation
Les analyses par P.I.X.E-R.B.S sont réalisées dans les mémes conditions expérimen-

tales suivant les cibles pour la reproductibilité. Il est nécessaire de vérifier que les élements
majeurs constituant la matrice biologique ne fluctuent pas au cours de I'analyse.

7.2.1 Cible épaisse

La figure 7.2 montre 1’évolution de la teneur en carbone C et en oxygéne O en fonction
de la charge déposée sur des cibles épaisses de tissu lyophilisé. Le faisceau de protons
de 3 MeV posséde une résolution de ’ordre de 5 um et une intensité proche de 300 pA
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FiG. 7.1 — a)c)e) Vue transversale de la dispersion angulaire d'un faisceau de protons
de 3 MeV, respectivement sur une cible mince de 10 um sans débris (a), sur une cible
épaisse sans débris (c) et sur cible épaisse contenant 10% de TA6V (e). b)d)Vue latérale
de la méme dispersion angulaire dans les cibles (a) et (c¢) en fonction de la distance
parcourue. f)Evolution de la perte d’énergie de protons de 3 MeV dans une cible épaisse
contenant 10% de débris de TAGV, en fonction de la distance parcourue. Simulation
réalisée par SRIM-TRIM avec 10000 événements.
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FiG. 7.2 — Evolution de 'intensité des éléments C et O sur des coupes épaisses de tissu
lyophilisé, en fonction de la charge déposée en uC' .

avec une fréquence de balayage de 20 ms par pixel.

Au fur et & mesure que la charge déposée augmente, I’évaporation de l'oxygéne
diminue de fagon caractéristique. Le carbone ne se volatilise pas lors de l'irradiation.
L’augmentation de l'intensité du C (figure 7.2) confirme sa stabilité lors de l'irradiation.
L’échantillon lyophilisé perd une partie de son H et O mais conserve son C; la teneur et
par conséquent l'intensité du C augmentent au cours de l'irradiation.

Globalement, la décroissance de I'oxygéne ressemble & celle constatée dans la littéra-
ture [73][70][74]. L’ hydrogeéne et 'oxygéne se stabilisent au bout d’une certaine charge
déposée pour des conditions d’irradiation similaires aux notres. L’hydrogéne, étant donné
le dispositif expérimental, n’est pas observable, mais en relation avec le comportement
de 'oxygene et les études réalisées, il décroit de la méme maniére que 'oxygéne et sou-
vent plus rapidement. La perte de matiére sur des cibles plastiques indique une certaine
stabilité de l'azote [70]. Le carbone est I’élément le plus stable parmi tous les éléments
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F1G. 7.3 — Comparaison de I’évolution de I'intensité des éléments C et O sur des coupes
minces (10 um) de tissu inclus en résine et lyophilisé, en fonction de la charge déposée
en puC .

majeurs. La matrice devient stable vis a vis des dégats d’irradiation et des pertes de
matiére & partir d'une charge déposée de 0,5 pC' environ. Des charges plus importantes
peuvent étre déposées sur ce type de cible afin d’ améliorer la statistique des spectres X.
En cible épaisse, les pertes de matiére sont continues mais, & partir d’un certain seuil,
les augmentations d’éléments majeurs ou semi-traces non soumis a 1’évaporation sont
faibles et suivent un comportement de type logarithmique.

7.2.2 Cible mince

Globalement, les comportements de I'oxygéne et du carbone en cible mince, sont
similaires au comportement constaté pour les cibles épaisses (figure 7.3). La décroissance
de '’hydrogéne est identique a celle de I'oxygéne dans des cibles plastiques de type nylon
et mylar, sous les mémes conditions d’irradiation [70]. La stabilité de ’hydrogéne sera
considérée comme atteinte lorsque les pertes de 'oxygéne seront stabilisées soit pour
des charges de 1,5 puC' a 2 puC. Pour arriver & un dépot d’énergie similaire entre ces
deux types de cibles, il faut une charge plus grande. Malgré une charge seuil de stabilité
matricielle plus importante, les acquisitions des spectres des cibles minces et épaisses
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sont du méme ordre. Le bruit de fond généré par la cible épaisse oblige & augmenter la
durée d’acquisition. La résine augmente le pourcentage de carbone dans la cible, mais
diminue celle de l'oxygeéne (figure 7.3).

7.3 Evolution de la stoechiométrie de la matrice organique
en fonction de la teneur en débris métalliques

La figure 7.4 montre, & partir de coupes minces, ’évolution de l'intensité des éléments
majeurs C, N, O en fonction de la distance a I'implant, pour un échantillon contaminé
par les débris métalliques. Les intensités du carbone et de ’azote augmentent au fur et a
mesure que l’on s’éloigne de la prothése. L’oxygéne reste constant sur toute la distance
d’analyse. La mesure des intensités est effectuée dans des conditions expérimentales stric-
tement identiques. Toutefois, les conditions d’irradiation et d’analyses (densité, épaisseur
de cible ...) peuvent varier d’une coupe a l'autre. Ces variations, si elles existent, modi-

fient les pertes des éléments volatils O, N.
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F1G. 7.4 — Haut : évolution de l'intensité de C, N, O en fonction de la distance & 'implant.
Bas : évolution des rapports massiques de %, %, % en fonction de la distance a I'implant.

La figure 7.5 compare 1’évolution de l'intensité du carbone en fonction de celle de la
concentration du titane, lorsque 1’on s’éloigne de la zone proche de I'implant, pour un
échantillon (Fy). L'intensité du carbone est directement corrélée a la teneur de débris
métalliques, notamment du titane. Plus le titane diminue, plus l'intensité du carbone
augmente.
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Fi1G. 7.5 - Evolution de 'intensité de carbone (losange) et de la concentration du titane
(carré) en fonction de la distance a I'implant dans I’échantillon E4 (unité arbitraire).

Lorsque la teneur en débris métalliques atteint plusieurs % de la masse totale de la
matrice, la concentration des éléments majeurs diminue en proportion et leur intensité
sur les spectres R.B.S aussi. Finalement, le comportement du carbone et de ’azote sont
en accord avec les concentrations des débris. L’oxygéne reste constant, quelle que soit
la distance d’analyse et la concentration de débris. Ce comportement de 1’oxygéne peut
étre lié aux débris présents dans le tissu. Une meilleure évacuation de la chaleur grace
aux débris métalliques diminuerait ’évaporation de l'oxygeéne.

Les variations des rapports massiques de C, N, O en fonction de la concentration du
titane indiquent que les débris n’influencent pas la stoechiométrie de la cible (figures 7.4
et 7.5).

% massique %C | %0 | %N | % Ti
début de profil | 38,5 | 18,66 | 11,63 | 15,7
fin de profil | 50,88 | 21,78 | 15,12 -

moyen 4557 | 21 13 1,6

TAB. 7.3 — Comparaison de I’évolution massique en fonction de la teneur en TAGV (Ey),
pourcentage déterminé au niveau du profil de la figure 7.5.

Bien que la stoechiométrie ne change pas, les pourcentages massiques de C, N, O
varient selon la teneur de Ti. Le pourcentage du carbone peut chuter de 12 % lorsque
le titane représente 16 % de la masse totale de la cible (tableau 7.3). La variation des
autres éléments O et N est beaucoup moins franche et n’ évolue que de 3 a 4 %.
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7.4 Calcul de la charge déposée

Les spectres R.B.S, traités a ’aide du programme R.U.M.P, doivent étre issus de
cibles de composition homogeéne sur toute la surface ainsi que sur toute la profondeur
d’analyse [62] [63]. L’hétérogeénéité locale des cibles biologiques s’affaiblit sur des cibles
épaisses en raison du parcours moyen effectué par le faisceau. L’hétérogénéité de nos
échantillons est caractérisée & partir des coupes minces.

Densité surfacique pg/em? | E2 | E3 | B4 | E5
zone 1 460 | 635 | 678 | 376

zone 2 523 | 720 | 412 | 259

zone 3 540 | 620 | 620 | 253
totale 463 | 650 | 631 | 320,2
conc. moy. Ti 26,4 | 20,8 | 107 | 0,073

TAB. 7.4 — Densité surfacique locale de trois zones sélectionnées sur une surface de
700 x 700 pm?, cible mince (Fy, B3, E4, E5). Concentration moyenne du titane de la
coupe en jug/cm?.

La densité surfacique est définie comme étant le produit de la densité volumique par
I’épaisseur p x t. Une variation de I’épaisseur de la cible ou de la densité volumique se
traduit par une variation de la densité surfacique et provoque une modification de la
largeur des pics R.B.S.

Le tableau 7.4 donne la densité surfacique en pg/cm? de trois zones sélectionnées
sur une cible mince, pour quatre échantillons. La concentration du titane en ug/cm?
est la concentration moyenne déterminée sur une surface de 700 x 700 pum?. Les débris
métalliques contribuent & augmenter la densité surfacique moyenne de chaque coupe.

La densité surfacique obtenue sur chacune des coupes montre des différences a la fois
au sein d’une méme coupe et entre les coupes. La teneur en débris accentue ’hétérogé-
néité intrinséque du tissu biologique. Les écarts de densité moyenne sont reliés au type de
tissu présent, plus ou moins fibreux, la présence de tissu fibreux étant fortement corrélée
a la nature et a la quantité de débris. Finalement, les débris métalliques augmentent la
densité moyenne de la coupe par leur simple présence et par les réactions biologiques
qu’ils entrainent.

Le logiciel R.U.M.P.I.N ajuste un spectre R.B.S expérimental & un spectre théorique,
en estimant les variations de densité surfacique liées & ’hétérogénéité des cibles biolo-
giques. Dans des conditions stables d’irradiation, il estime la charge déposée sur la cible
a quelques % preés.

7.5 Composition du tissu capsulaire

7.5.1 Cible mince lyophilisée

La section efficace de diffusion augmente en fonction du numéro atomique de la cible.
Bien que le titane soit plus lourd que les éléments constituants la matrice organique, la
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Fi1G. 7.6 — Tracé de I’épaisseur de la cible F3 en fonction de sa densité surfacique.

résolution en énergie entraine une interférence avec certains éléments constituant le tissu
biologique (Ca, Fe ...). L’observation de la largeur des pics du spectre R.B.S renseigne
sur une modification de la densité surfacique de la cible. Les débris & base de titane sont
présents majoritairement sous forme de grains solides et sont répartis de facon hétéro-
geéne au sein de la coupe.

Les fortes contaminations changent le pourcentage massique des éléments organiques
mais pas la stoechiométrie. L’analyse des cibles minces est effectuée en réalisant des
coupes d’épaisseur de 10+ 1 um & 'aide d’un cryomicrotome. Elles sont déposées sur un
film de formvar d’épaisseur moyenne 0,5 pum contenant 64% de C et 36% d’O. La lar-
geur du pic de carbone est proportionnelle & I’épaisseur de la cible. La figure 7.6 montre
I’évolution de I’épaisseur en fonction de la densité surfacique. A épaisseur constante dé-
terminée & partir du carbone, la densité surfacique varie du simple au double. Seuls trois
points présentent une plus grande densité surfacique proportionnelle & I’épaisseur. Cette
corrélation entre t et (pxt) est attribuable & une augmentation de ’épaisseur de la coupe.

Il est possible d’établir une base de données concernant nos échantillons lyophilisés &
partir des études en cibles minces, profil de plusieurs mm et différents degrés de contami-
nation. Les dégats d’irradiation étant plus importants en cible épaisse qu’en cible mince,
les résultats obtenus en cible mince se rapprochent mieux des tissus lyophilisés. Les élé-
ments C, N, O et H représentent 96% de la matrice [88]. Partant de la composition d’un
tissu conjonctif avant lyophilisation [40] et en calculant une perte d’eau de 70% a 80%
lors de la lyophilisation, il est possible d’estimer ces éléments majeurs notamment ['hy-
drogéne qui est inaccessible dans la configuration du dispositif expérimental. Les données
expérimentales du C, N, O correspondent bien aux valeurs théoriques.

Le tableau 7.5 résume les caractéristiques moyennes accompagnées des écarts types,

88



Echantillon E1l E2 E3 E4 E5
Degré de la
contamination 1000 100 000 125 000 200 250 000
du Tien ug/g
Densité 338 £ 67 470 £ 115 | 459 + 113 365 + 52 644 + 154
surfacique en
pig/cm®
Epaisseur 9,9+0,15 | 8,734+0,9 | 9,97+0,5 | 10£0,5 | 11,44+0,7
moyenne des
coupes en um
Densité 0,344+0,16 | 0,57 +£0,1 | 0,46+0,18 | 0,36 +1,6 | 0,56+0,12
volumique
g/cm’
% massique 46+ 1,5 46+ 1,5 48+ 3,5 49,94+1,6 | 45,5+ 5,4
du C
% massique 15,8+0,9 | 14,2+0,9 | 11,24+1,6 | 13,6 1,1 | 13+£1,6
du N
% massique 225+£2,2120,44+1,2 | 20,51 |22,01+£0,7 | 21+1,6
du O

TAB. 7.5 — Caractéristiques moyennes relatives aux tissus biologiques des cing échan-
tillons.

pour les différents échantillons lyophilisés. Certains points sont supprimés en raison de
coupes déteriorées. Globalement, les données concernant les différents échantillons sont
similaires. Les valeurs moyennes sont calculées sur une profondeur supérieure a la conta-
mination. L’échantillon 4 posséde une épaisseur moyenne de coupe de 11,38 um avec un
grand écart type. Localement, certaines coupes présentent des épaisseurs de 15 um voir
de 20 um. Le complément du pourcentage massique de N, C, O est constitué de H, CI,
K, Ca, S, Ti...

7.5.2 Conclusion

La composition du tissu conjonctif avant lyophilisation varie suivant la zone de prélé-
vement et peut parfois étre assimilée a du tissu tendineux ou bien du muscle squelettique
et parfois du tissu adipeux. Le tableau 7.6 indique la composition du tissu avant lyo-
philisation résultant d’'une moyenne des différentes nuances possibles pour nos tissus de
maintien.

La composition expérimentale de la résine dans le cadre de nos expériences confirme
bien une résine PMMA (polymethylmétacrylate) a quelques % prés. La dispersion des
concentrations du carbone et de 'oxygeéne est de l'ordre de 3%. Pour l'inclusion en ré-
sine, les bains successifs d’alcool et de résine ont pour but de substituer ’eau par de la
résine. Les quantités d’oxygéne et d’hydrogéne sont modifiées. Le carbone est un mélange
du carbone présent dans le tissu et du carbone présent dans la résine. Il est difficile de
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Type de tissu || tissu frais tissu résine tissu
Elément lyophilisé inclus en

résine

H 10% 7,5% 8% 9,5%

C 10% 47% 62% 62%

O 75,45% 21% 30% 24%

N 2,7% 13,5% - 3,6%

TaB. 7.6 — Composition massique du tissu pur, du tissu lyophilisé, de la résine et du
tissu inclus en résine. L’erreur est de 10% environ.

déterminer le pourcentage de résine pénétrant dans le tissu.

L’irradiation des cibles de tissu lyophilisé ou inclus en résine montre qu’elles ac-
quiérent une certaine stabilité lorsque la charge déposée dépasse un seuil de 'ordre du
uC. Afin de limiter les effets du faisceau de proton, les conditions d’irradiations seront
choisies en conséquence. L’énergie est conservée a 3 MeV pour permettre une sensibilité
importante pour un maximum d’éléments. Les pertes de matiére existent pour les cibles
minces ou épaisses. Les compositions moyennes aprés lyophilisation sont estimées a par-
tir des cibles minces afin de limiter les dégats d’irradiation. Le pourcentage massique des
éléments majeurs comme le C, N, O est seulement modifié pour les zones les plus conta-
minées et peut présenter des écarts de quelques pourcents, bien que leur stoechiométrie
soit conservée.
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Chapitre 8

Localisation et migration des débris
dans le tissu

8.1 Migration en profondeur

8.1.1 Cible mince

Afin d’estimer la profondeur de pénétration de la contamination des éléments consti-
tuants les alliages, des profils de coupes, & partir des biopsies prélevées, sont réalisés
de la zone proche de I'implant (tissu synovial) vers le tissu capsulaire (figures 6.1, 6.2).
La distance de la zone analysée, ainsi que le nombre de coupes varient en fonction de la
concentration et de I’échantillon. Les échantillons les moins contaminés E, E5 seront ana-
lysés sur une distance de 600 um. Les autres Es, F3, E4 sur des distances de 1500 pm et
3500 pm. La concentration obtenue sur chaque coupe représente la moyenne des concen-
trations, concentrations estimées a partir des cartographies élémentaires 700 x 700 pm?.
Plusieurs cartographies sont réalisées par coupes.

Les graphes de la figure 8.1 montrent les profils de la concentration Ti et V pour E
et E5. La teneur en Ti ou en V, proche de I'implant, est du méme ordre de grandeur que
celle obtenue & la fin du profil sur 600 um. E; posséde une concentration plus élevée que
Es5, cependant de fortes variations sont constatées au cours du profil.

La comparaison de Ti et V pour Ej indique un comportement différent en début de
profil et une similitude en fin de parcours. Le rapport moyen % ~ 32 + 4 supérieur au
rapport théorique de l'alliage suggere que nous sommes en présence d’une contamination
sous forme de débris ioniques plutdt que de débris solides. Le rapport [[TTZ} ~ 0,47 du
tissu temoin montre qu’il y a deux fois plus de V que de Ti présents naturehement dans
le tissu (tableau 6.1). L’allure en dent de scie des profils Ti et V peut étre corrélée a une
mauvaise estimation de la charge déposée sur la cible. A noter qu’aucun débris solide n’a
été repéré par STEM dans ces deux échantillons.

Le rapport moyen % ~ 37 £ 15 de Ej5 renseigne sur la pollution ionique majori-
tairement au sein du tissu. Les teneurs en V sont proches de la limite de détection qui
avoisine la dizaine de ppm pour ce genre de cible.

Les graphes de la figure 8.2 décrivent I’évolution des concentrations de Ti et de Cr
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FiG. 8.1 — Profil des concentrations Ti et V de la zone proche de 'implant vers I’extérieur
sur 600 pwm pour les échantillons E1, E5 .

pour les échantillons Fs, E3, E4 sur 1500 gm environ. Le comportement de ces trois pro-
fils pour les deux éléments métalliques semble similaire. Un plus grand nombre de coupes
a été réalisé pour Fs, laissant apparaitre une forte hétérogénéité de concentration. La
comparaison du profil du Cr, un des deux éléments majeurs de 1’alliage Cr-Co-Mo, avec
celui du Ti montre des similitudes. Il en résulte que le tissu gére la migration de fagon
générale des débris ou polluants sans aucune discrimination selon la nature de ’alliage.

Pour une concentration proche de 'implant supérieure & 100 000 ppm, nous retrou-
vons entre 40% et 50% de cette concentration initiale & 1500 pum (tableau 8.1).

Les figures 8.3 et 8.4 donnent les profils des éléments Ti, V, Co, Cr sur 3500 um pour
les échantillons E5 et Fy. La migration de ces quatre éléments sur plusieurs mm est iden-
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Fi1G. 8.2 — Profil des concentrations Ti et Cr de la zone proche de I'implant vers ’extérieur
sur 1500 pum pour les échantillons E2, E3, E4.

tique. Des nuances apparaissent entre les couples (Ti,V) d’une part et (Cr,Co) d’autre
part. La fin de profil du Cr et du Co présente une légére augmentation par rapport a Ti
et a V.

Pour I’échantillon Ey, la concentration de Ti & 3500 pm représente environ 10%
de la concentration proche de I'implant. Pour Es, elle représente 4,5%. La pollution
est contenue dans la zone située la plus proche de I'implant, en contact avec le fluide
synovial.

93



et B A AT

250000

200000

150000

[T1] pgrg

100000 -

cooon

A EZ

® E4

4000

14000

12000 4

10000

2000

[V] pg-g

£000
4000 A,

2000

A EZ

e E4

—

4000
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sur 4000 um environ, pour les échantillons E2, E4.

[Ti| en pg/g [Ti] en pg/g & | % du [Ti] & 1500
Echantillon proche de 1500 pm um / |Ti| proche
I'implant implant
E, 267316 126917 47,47%
FEs 92982 15000 16%
Ey 127731 02268 41%

TAB. 8.1 — % de la concentration en Ti & 1500 pm par rapport a celle proche de I'implant.
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8.1.2 Cible épaisse

Nous avons réalisé des profils sur des coupes transverses épaisses (figure 6.2). D’apres
les profils précédents en cibles minces (figures 8.3, 8.4), la zone située & proximité de
I'implant contient le plus de débris métalliques que la fin du profil. L’idée est de réa-
liser plusieurs profils de migration en profondeur, sur plusieurs biopsies pour un méme
échantillon. Les coupes épaisses transverses offrent une grande zone d’analyse par cible
(figure 6.2). Les profils (nommés Pr;) s’effectuent toujours de la membrane synoviale
vers le tissu capsulaire (figures 6.1, 6.2). Ils sont réalisés sur I’ensemble des coupes d’un
méme échantillon (Ey) et sont regroupés (C7T;) par niveau de pollution, afin de réaliser
une moyenne (graphe haut figure 8.5).

La taille du faisceau de protons varie entre 100 et 250 pm. Les points d’impact s’es-
pacent de plusieurs mm afin d’estimer la migration des métaux sur une dizaine de mm.
La concentration moyenne de Ti est observée. Une fois que les profils sont regroupés par
niveau de pollution, des intervalles sont sélectionnés de maniére & calculer leur teneur
moyenne en Ti (figure 8.5).

La concentration moyenne en Ti établie sur chaque intervalle et pour les trois re-
groupements de profils (CT1, CT2, CT3) est représentée sur la figure 8.5 (graphe du
milieu). L’intervalle fortement contaminé, que ’on appellera “front de contamination” se
situe en début de profil et confirme les observations faites a partir des cibles minces. Si
I’on observe, pour les trois regroupements CT1, CT2 et CT3, la profondeur en mm de I’
intervalle le plus contaminé et proche de la prothése, en fonction de sa teneur moyenne
en Tien pug/g (graphe bas 8.5), il existe une corrélation entre ces deux parameétres. Les
débris ne peuvent pas se concentrer indéfiniment et ils migrent dans le tissu.

8.2 Reépartition en surface

8.2.1 Couple TA6V/TA6V

Concentration <|Ti]> <[V]> <LOD> du V
moyenne 4g/g

Es 183 + 129 0 97 £ 20

En 1825 £ 1136 0 73+ 15

En 2529 £ 177 94 + 34 73£15

TaB. 8.2 — Concentrations moyennes, en surface, de Ti et de V, accompagnées de leur
écart type.

Le tableau 8.2 recense les concentrations moyennes en Ti et V pour les échantillons
Fy, E5. La comparaison des teneurs de Ti obtenues en surface sur cible épaisse avec
celles obtenues au niveau des profils sur cible mince proche de la surface sont du méme
ordre de grandeur.
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FiG. 8.5 — haut : regroupement des profils réalisés sur les coupes transverses par degré
de pollution (CT;) et calcul des concentrations moyennes sur chaque intervalle sélec-
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n’est pas présent, les écarts types représentent 35% a 63 % de la valeur moyenne.

Pour deux concentrations appartenant & F1, V est présent. L’écart type ne représente que
7% environ de la concentration moyenne. Ce constat renforce ’hypothése que V n’est
détecté que pour des contaminations suffisamment élevées et supérieures au LOD. La
teneur élevée en Ti et en V ainsi que le faible écart type suggérent la présence de débris
solides pour au moins une des deux concentrations. Les rapports Ti/V individuels des
deux points sont dispersés. L'un est égal & 20,9, valeur proche du rapport théorique 22,25
et indique un grain métallique. L’autre voisin de 42 est & corréler & une contamination
ionique.

8.2.2 Couple Cr-Co-Mo/TA6V

Concentration <|Ti|> <|V]> <|Co|> <|Cr|>
moyenne (g/g
Es 86881 + 34309 3508 £ 1020 | 962+ 354 | 327 + 148
FEs 142220+45230 6102 4+ 2076 808 £ 282 392 + 97
E, 130800+43000 | 7005 42850 | 11014+250 | 839 £ 250

TaB. 8.3 — Concentrations moyennes, en surface, de Ti, de V, de Co et de Cr, accompa-
gnées de leur écart type.

Le tableau 8.3 délivre les concentrations moyennes, des éléments métalliques Ti, V,
Co, Cr, mesurées en surface sur plusieurs ¢m? . Les éléments en grande quantité sont,
comme pour les profils, Ti et V, débris originaires du plateau tibial en TA6V. La concen-
tration moyenne en Ti est de 'ordre de la centaine de milliers de ppm pour les trois
échantillons, celle de V et de Co du millier de ppm et Cr de la centaine de ppm.

L’erreur relative & chaque concentration est au plus de 10% dans les cas les plus dé-
favorables. La figure 8.6 représente la répartition de Ti sur une surface d'un cm?
pour les deux échantillons les plus pollués F3, E4. Chaque concentration matérialisée par
un “échelon” est mesurée sur zone de 200 pum de diameétre en moyenne.

Les concentrations de Ti de Fj3 (figure 8.6) avoisinent la centaine de milliers de ppm,
sauf pour deux points fortement contaminés, atteignant 350 000 ug/g. Du Ti est réparti
de facon plus hétérogéne dans F4 avec de grandes variations de concentrations. Les zones
polluées par le Ti le sont aussi en ce qui concerne V. Ces constatations sont liées au type
de débris (ion ou grain) et au comportement général de la migration de ces débris via le
fluide synoviale.

environ

8.3 Comportement bio-chimique

8.3.1 En surface

Dans les échantillons E7 et F5, on détecte du Ti en surface du tissu. Un excés de Ti
par rapport au V indique une contamination sous forme ionique. Pour les trois autres
échantillons, un comportement différent est observé (tableau 8.4).
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FiG. 8.6 — Répartition surfacique de la concentration du Ti, cible épaisse. Gauche : E3.
Droite : E4.

Rapport <%> < %ﬂ > < [[gﬂ} > < [[gi]} >
moyen
FEy 23,9+ 2,8 3+0,35 273+ 19 89+3
E3 23,41 +1 2+0,3 387+ 110 229 + 40
Ey 21,15+ 1 1,84+0,5 214 £ 50 120 £ 16

%,%gi},%ﬁ},% avec l'écart type, obtenus a partir des

TAB. 8.4 — Rapports moyens
concentrations surfaciques.

Les rapports théoriques des deux types d’alliages sont % = 22,5+ 0,5 pour le

TAGV et {gﬂ = 2,45+ 0,4 pour le Cr-Co-Mo. Les rapports % trés proches du rapport
théorique, indiquent que le type de débris majoritaire est une particule métallique solide
et non ionique (tableau 8.4).

Les rapports expérimentaux et théoriques indiquent, comme pour TA6V, une pré-
sence majoritaire de grain de Cr-Co-Mo. Comme pour le comportement des ions Ti, un
phénoméne membranaire peut modifier les teneurs en ions.

Globalement, la teneur du Co reste liée & celle du Ti, mais varie d’un échantillon a
I’autre. Il est nécessaire de regarder aussi le rapport [[C] pour les raisons particuliéres
de corrosion et de dissolution de cet alliage auxquelles peuvent étre soumis séparément
le Cr et le Co in vivo.

8.3.2 En profondeur

Le rapport massique

Les graphes A, C de la figure 8.7 décrivent le comportement du rapport [[ }}

tion de la profondeur de migration dans le tissu pour 3500 pm (E4) et 1500 pum (Es).

en fonc-
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de D'alliage (les lignes en pointillées) en fonction de la distance par rapport a 'implant,
E4. C, D : méme comparaison pour E3.

Ces rapports sont similaires au rapport théorique de l'alliage quelle que soit la teneur
en TAGV et quelle que soit la profondeur de migration. Ces résultats confirment, comme
pour les débris surfaciques, la présence en grande majorité de grains métalliques plutdt
que d’ions et la grande stabilité chimique des alliages de TA6V dans un milieu in vivo
méme sous forme de grains.

Les graphes B, D de la figure 8.7 indiquent que les débris de Cr-Co-Mo ont un
comportement chimique différent de ceux issus de TA6V. Pour le rapport %, deux
zones se distinguent : une zone & proximité de la prothése ou le rapport est proche
du rapport théorique de l'alliage, une zone plus lointaine ou le rapport est inférieur
au rapport théorique de l’alliage Cr-Co-Mo. Cette modification de la stoéchiométrie
des débris résulte d’'une modification de la nature des grains (couche de passivation,

dissolution ...) ou d’une présence ionique. Il est logique de considérer les débris plus

100



proches de l'implant comme les plus récents tandis que ceux qui ont migré plus en
profondeur datent d’une période antérieure. Cet intervalle de temps permet & ’organisme
d’interagir avec ces débris.

8.3.3 Le paramétre d’homogénéité

Chaque concentration exprimée sur un profil (cible mince) est issue de la moyenne
arithmétique de trois ou quatre concentrations déterminées dans une zone de 700 x
700 pm?, a laquelle correspond une cartographie. Il est ainsi possible de visualiser la
répartition géographique de chaque élément séparément comme le Ti ou le Co ...

L’écart type o; associé a la population des différentes concentrations de chaque coupe

L, L . . . N (x;, —m)?2
est calculé. Il caractérise la dispersion des mesures o; = 4/ %, notamment celles
. o5 L . . .
des concentrations dans notre cas. Le rapport V; = = appelé coefficient de variation
J

s’exprime souvent en pourcentage [89]. Ensuite sur chaque profil élémentaire, le rapport
Vj est déterminé pour chaque élément métallique et pour chaque coordonnée (coupe
mince). La détermination du rapport V., sur chaque profil et la division de 1’ensemble

de ces rapports (V}/Vinez) par le rapport maximum, permet de normaliser ce nouveau pa-
Vi

Vmaac '

rameétre entre 0 et 1. Le parameétre d’homogénéité H est défini de la sorte : H; = 1—

La figure 8.8 renseigne sur 'homogénéité du Ti, V, Cr, Co de Es, E4 en fonction de
I’épaisseur de migration dans le tissu capsulaire. L’homogénéité du Ti et du V est iden-
tique, phénomeéne lié aux grains de TAGV. Le Cr et le Co ont localement des différences
d’homogénéité liés aux phénomenes de passivation. Les débris sont moins dispersés sur
les 2000 pm (figure 8.8).

La comparaison des graphes d’homogénéité sur 3500 um montre des similitudes. Une
zone fortement hétérogéne apparait a des distances différentes (2800 pm et 1300 pum).

Apres coloration histologique d’une coupe de tissu, trois zones se démarquent (figure
8.9). La premiére localisée en haut de la figure correspond a la partie du tissu la plus
proche de la prothése. Elle contient un certain nombre de débris métalliques (point noir
sur le cliché) et de polyéthyléne de formes caractéristiques. Des cellules macrophages et
géantes sont présentes et phagocytent ces débris. La zone suivante qui apparait en bleu
sur le cliché représente un tissu fibreux trés dense constitué de fibres de collagéne et de
fibroblastes. Dans de ce tissu, une multitude de particules noires, probablement de trés
petits débris, trés peu visibles, se répartissent. La derniére zone, en bas du cliché, est du
tissu adipeux.

La figure 8.10 réalise la comparaison de ’évolution de la concentration de Ti avec le
parameétre d’homogénéité H de ce méme élément, en fonction de la distance & 'implant.
Une cartographie élémentaire de 700 x 700 pm? donne la répartition de Ti. Au fur et &
mesure que la teneur en titane diminue, sa répartition devient de plus en plus hétérogene.

Le schéma (figure 8.11) résume les résultats concernant ’homogénéité. Globalement

en début de profil, les concentrations en éléments Ti, V, Cr, Co sont plus homogeénes,
comportement logique puisque la densité de débris est plus importante en cet endroit.

101



mOo, 5-1

O0.6—0.8
C00.4-0.6
mO.2-0.4

H mo—0o, 2

mo.5-1
0. 6—0,8
O0.4-0.6
mO0.2-0.4
H mo-0.2

FiG. 8.8 — Evolution de 'homogénéité relative des éléments métalliques Ti, V, Cr, Co
de la zone proche implant vers ’extérieur du tissu. Haut : F4. Bas : F».
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FiG. 8.9 — Observation au microscope optique d’une coupe de tissu capsulaire inclus en
résine colorée au bleu de toluidine (X10).
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Fia. 8.10 — Comparaison de I’évolution de la concentration du Ti en ug/g avec son
paramétre d’homogénéité H en fonction de la distance & 'implant. Les cartographies
(700 x 700 pum?) illustrent la répartition de Ti a chaque coordonnée (um).
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FiG. 8.11 — Bilan sur le comportement de la dispersion des concentrations en fonction
de la concentration.

La partie interne du tissu contient logiquement plus de débris, répartis de fagon
homogeéne. Ensuite, quand ils migrent, leur homogénéité diminue. Certains débris sont
phagocytés et le tissu fibreux dense bloque la migration des plus gros débris. Cet interface
de tissu fibreux correspond & une zone de forte hétérogénéité. Cependant, les debris de
plus petites tailles ou les ions franchissent ce tissu et migrent & leur tour.
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Chapitre 9

Nature des débris

Des débris métalliques sont observés au niveau des cartographies PIXE, des clichés
histologiques et des images STEM.

9.1 Cartographies PIXE et clichés histologiques

La photographie de la figure 9.1 illustre la répartition des morceaux de prothéses
dans le tissu capsulaire du genou. La coupe de tissu est colorée au bleu de toluidine. Les
zones noires ou sombres correspondent aux débris métalliques dans le tissu. Ce cliché
renseigne de fagon qualitative sur la répartition des grains d’alliage, leurs dimensions,
leurs formes et les réactions biologiques associées.

F1G. 9.1 — Observation au microscope optique d’une coupe de tissu capsulaire métallosé
(X100).
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FiG. 9.2 — Cartographies des éléments métalliques Ti, Al, V, Co, Cr. Haut et bas E4.
Milieu : E2.

Chaque ligne de la figure 9.2 donne la répartition des éléments métalliques sur une
méme coupe, notamment Ti, V, Al; Co et Cr. L’échelle des intensités des cartographies
est donnée par une gamme de couleur allant du jaune trés intense au blanc avec ab-
sence de ’élément. La corrélation géographique indique que nous sommes en présence
de grains de TA6V de dimensions de l'ordre de la dizaine de um. La détection de Al est
plus difficile et rapidement noyée dans le bruit de fond ambiant. Cet élément 1éger émet
des photons X de faible énergie soumis & 1’ atténuation par la cible, les filtres, les zones
mortes des détecteurs. Les grains de TA6V présentent des formes arrondies et ovoides,
rappelant les structures de phase de TA6V.

Les deux premiéres lignes donnent la répartition de Ti, Al et V sur une coupe de Ej
et de F dans des cartographies de 50 x 50 um? et 300 x 300 wm?. De nombreux grains
de TA6V sont présents au sein du tissu.

La derniére ligne donne la répartition de Ti, de Co et de Cr sur une coupe de Ej.
Comme pour ’ensemble des cartographies contenant du Ti, la répartition du V est iden-
tique & celle du Ti. La présence de taches de Cr et de Co indique un grain de Cr-Co-Mo
de grande dimension. Le Cr en teneur plus faible est proche du bruit de fond et rend sa
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Fia. 9.3 — Rapport des intensités mesurée I et initiale Iy des raies K,1 de Ti, V, Al en
fonction de I’épaisseur d’une cible de TA6V pur

détection moins facile. La cartographie de Ti caractérise un tissu fortement contaminé
en TAGV et de facon homogeéne. Si les grains ont une dimension inférieure & la résolution
de notre faisceau (5 pm), il est impossible d’affirmer s’il s’agit d’'un amas ou d’un grain.

9.2 Caractérisation des débris a I’échelle nanométrique
STEM-EDXS

9.2.1 Phénomeénes d’absorption liés aux débris métalliques

La réalisation de profil et d’image (STEM-EDXS) sur des débris métalliques, présents
dans les tissus inclus en résine, sur des coupes nominales a 100 nm, permet d’une part de
déterminer la nature du débris et d’autre part d’estimer au nm prés leurs dimensions. Les
images STEM, en champ sombre inversé, obtenues & différents grandissements (image
allant du nm? au pum?), offrent une premiére vision des débris dans le tissu. Aprés
repérage de grains, des profils linéaires sont réalisés du centre du grain vers l'extérieur.
Les photons X caractéristiques sont récoltés simultanément pendant l'interaction du
faisceau d’électrons avec la cible.

Cependant, toute comparaison entre les grains et les points d’analyse doit se faire
en estimant l'atténuation des photons X des éléments présents dans la cible, phénomeéne
prépondérant parmi les différents effets de matrice.

Des incertitudes demeurent en ce qui concerne la réalisation de cibles minces. L’épais-
seur nominale est fixée & 100 nm sur 'ultramicrotome mais pour des raisons techniques
(affatage de la lame, composition du bloc de résine, nature et taille des grains .. .) 'épais-
seur de cette cible peut varier par rapport & 1’épaisseur choisie. L’autre inconnue est la
profondeur du grain dans la coupe, profondeur pouvant varier d’'un grain a 'autre et
d’un échantillon & ’autre. La comparaison des intensités des photons de Al, Ti, V, entre
les différents profils de grain, doit tenir compte de leur atténuation. Lorsque I’épaisseur
du grain est de 100 nm, la matrice est composée de métal uniquement. Elle peut étre
aussi inférieure a I’épaisseur de coupe, le métal et le tissu inclus en résine constituent

107



]

W
|
x

Rapport I-/Io
[} [}
=] [an}
| |

0.5 T T T T

o 200 400 e00 a0oo0 i00o
epalsseur (nm)

F1G. 9.4 — Rapport des intensités mesurée et initiale des éléments Al, Ti, V dans une
cible de tissus inclus en résine contenant 10% de TA6V

alors la matrice.

Une mesure locale par perte d’énergie des électrons (EELS), dans un premier temps,
donnerait I’épaisseur de la cible & chaque impact du faisceau ; la détermination, dans un
deuxiéme temps, de la nature de la cible serait réalisée (EDXS). Les conditions d’irradia-
tion différentes, suivant le type d’analyse, peuvent modifier la composition et 1’épaisseur
des cibles fragiles. La mesure par EELS nécessiterait une tension de 300kV alors que
I’analyse STEM-EDXS est effectuée & 100kV .

Finalement, il résulte deux parameétres concernant nos cibles : 1’épaisseur effective
de la coupe et ’épaisseur du grain dans cette méme coupe. Il s’agit de débris de TA6V
principalement : Ti, V et Al sont présents dans le tissu. Nous nous intéressons unique-
ment aux raies K,; de ces éléments (raies les plus probables) : Tig,, = 4,51 keV,
Vi = 4,95 keV, Alk,, = 1,48 keV ; et a leur atténuation dans la cible. Le calcul de
I'atténuation d’un photon par une matrice est obtenue & I’aide des formules 4.15 et 4.16.

La figure 9.3 montre que 1’élément le plus sensible & 'atténuation est I’aluminium.
Les éléments Ti et V ont un numéro atomique Z proche et donc des énergies similaires :
leur atténuation est voisine. Pour une épaisseur de 100 nm, l'intensité de la raie de
Paluminium, émise sur la face inférieure de la coupe, est atténuée de 9% dans un grain
de TAG6V pur, celles de Ti et de V de 1,8% et 3% environ. Pour une épaisseur de 500 nm,
les atténuations sont de 36%, 12%, 9% respectivement pour Al, V, Ti.

La composition du tissu inclus en résine est déterminée & partir des analyses R.B.S.
Si lon regarde l'atténuation des mémes raies pour une cible de tissu inclus en résine
contenant 10% de TA6V (figure 9.4), ’absorption de I’Al est de 1,5% & 100 nm de 8% a
500 nm et est inférieure & 1% quelque soit 1’épaisseur pour les éléments Ti et V.

Si ’on compare "absorption de la raie de I'aluminium pour un bloc d’alliage pur et
un bloc de résine contenant 10% d’alliage distribué de facon homogene, alors pour une
épaisseur de 500 nm, l'alliage pur atténue le faisceau 4,5 fois plus que la résine (figure 9.5).
A épaisseur constante, plus le pourcentage d’alliage augmente dans la matrice biologique
plus 'atténuation est importante.
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FiG. 9.5 — Rapport des intensités mesurée et initiale pour la raie de l’aluminium a
différentes épaisseurs et a différents pourcentages d’alliage dans la matrice biologique,
incluse en résine.

9.2.2 Estimation qualitative de I’absorption des rayons X des éléments
métalliques dans nos échantillons

Les concentrations des éléments présents dans nos coupes de tissu inclus en résine
sont estimées & partir de la méthode de Hall [78].

Les deux éléments titane et vanadium sont proches voisins dans le tableau pério-
dique et interférent au niveau de la spectrométrie X : la raie # du titane chevauche la
raie o du vanadium. Afin d’estimer la concentration du vanadium, nous considérons la
raie K, du titane, soustraite du bruit de fond, comme étant exclusivement liée a 1’élé-
ment titane. Connaissant le rapport des intensités (probabilité de transition radiative)
K,/Kz = 0.134 du titane, nous déduisons l'intensité de la raie K, du vanadium [90].

Les intensités des éléments mesurées, aprés soustraction du bruit de fond continu
voisin, sont divisées par le bruit de fond continu calculé sur une large bande, en dehors
des raies caractéristiques des éléments présents dans la cible. Le bruit de fond continu
du spectre X est reli¢ & la masse globale de I’échantillon. Le rapport intensité carac-
téristique/bruit de fond continu est proportionnel a la concentration de I’élément dans
I’échantillon, lorsque I'absorption est négligeable ou bien corrigée. Ces concentrations
relatives sont exprimées en unité arbitraire (u.a).

Les paramétres inconnus sont 1’épaisseur de coupe et la dimension du grain. Ils sont
nécessaires afin d’estimer ’absorption et de pouvoir comparer les concentrations (u.a)
entre elles. La méthode d’Horita [80] offre une approche qualitative dans le cas de nos
échantillons et permet de visualiser 1’évolution de ’absorption de ’aluminium ; sous cer-
taines conditions : les photons X doivent étre produits au moins par une des moitiés
de I’épaisseur de la cible (cible mince) et il faut qu’un élément de I’échantillon, dont I’
absorption est négligeable, posséde une intensité proportionnelle & I’épaisseur de la cible.

La figure 9.6 décrit différentes situations que l’on peut rencontrer au niveau de nos
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F1G. 9.6 — Schéma illustrant les différents contextes d’analyse des débris dans les coupes
de tissu inclus en résine, épaisseur nominale 100 nm. A : le bruit de fond total est celui
du débris de TA6V. B, C : Le bruit de fond total résulte de la contribution de celui de
I’alliage et du tissu.

cibles minces. Le cas A correspond & un débris de TA6V dont I'épaisseur est supérieure
ou égale a celle de la coupe. Le faisceau d’électrons traverse de part en part le grain. Le
bruit de fond total (BDFr.) est celui du grain.

Les cas B et C nous mettent en présence de deux grains d’épaisseurs identiques dans
deux coupes d’épaisseur double 1'une par rapport & I'autre. Si I’on se place au centre du
grain lors de l'analyse, la contribution des grains au bruit de fond X est identique. En
ce qui concerne la résine, leurs contributions sont doubles I’'une par rapport a ’autre, &
conditions que la dimension du grain soit tres petite devant celle de la coupe. La coupe
C étant plus épaisse que B sa concentration en TAGV est inférieure a celle de B.

Le bruit de fond généré par ’alliage est plus important que celui produit par la résine,
& épaisseur égale. Supposons que nos coupes possédent des épaisseurs de 200 um et 400
pum avec des grains identiques dont 1’épaisseur est petite devant celle des coupes : les
concentrations sont doubles. Par exemple, si le grain présent dans la coupe la plus épaisse
représente une teneur de 35 %, celle de la plus mince est de 70%. L’absorption du Ti
pour les deux situations décrites s'élévent a quelques % et est négligeable (figure 9.5).
Compte tenu que ces deux situations sont proches de nos échantillons, U'intensité du Ti
n’est pas ou peu soumise & I’absorption dans des coupes de 'ordre de la centaine de nm.
L’intensité du Ti est bien proportionnelle & la quantité d’alliage dans la coupe considérée
quel que soit ’endroit.

9.2.3 Variation de ’absorption le long des profils de concentration

Lors de la réalisation des profils sur des grains par STEM-EDXS, I’absorption la plus
importante concerne I’élément léger Al. Une zone relativement constante en concentra-
tion au centre du grain est observée. Ensuite, les teneurs diminuent rapidement lorsque
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F1G. 9.7 — Logarithme du rapport des intensités Ti/Al en fonction de 'intensité du titane.
Haut : centre du grain . Bas : bordure de grain .

I’on se rapproche vers le bord du grain.

Horita suppose que les échantillons sont homogénes et que seule I’épaisseur varie.
L’intensité de I’élément majeur non soumise aux phénomeénes d’absorption est propor-
tionnelle & I’épaisseur. Nous avons vu, que pour nos échantillons, Ti n’est pas soumis &
I’absorption. Son intensité est proportionnelle & I’épaisseur du grain. L’observation de
In(Ti/Al) logarithme du rapport des intensités de Ti et Al, avec Ti élément majeur, en
fonction de l'intensité de Ti, indique si les photons de Al sont affectés par I’atténuation
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dans la cible. Bien que I’épaisseur du grain varie, un rapport constant montre que celle-ci
n’a aucune influence sur ’amplitude d’absorption. Afin de comparer les résultats relatifs
aux trois éléments présents dans l'alliage, il est nécessaire que l'absorption de Al soit
identique.

La figure 9.7 montre le comportement de In(Ti/Al) en fonction de de I'intensité de Ti
au centre et en bordure de grain. La variation de I'intensité de Ti est liée & une variation
de I’épaisseur du grain. L’absorption de Al est constante quel que soit 'intensité de Ti.
Les conditions d’analyses sont identiques. Il est possible de comparer les intensités ou
les concentrations de ces grains afin de généraliser. Les constats établis concernent une
zone englobant la majorité du grain, sauf la bordure.

On observe une grande dispersion des valeurs en bordure de grain (graphe du bas
figure 9.7). Les teneurs en alliage sont plus faibles et I’épaisseur de résine est plus im-
portante. Ces conditions propres & chaque grain rendent l’extraction d’information en
bordure difficile, "absorption n’étant pas constante. Finalement, la dispersion des me-
sures peut provenir d’une atténuation des photons de Al sur certaines coupes par rapport
a d’autres (phénomeénes d’épaisseur), d’une modification de la composition de 'alliage
par le milieu ou bien d’un changement de phase.

Le tracé du bruit de fond pour différents échantillons en fonction de l'intensité de Ti
en bordure de grain, montre que pour des intensités de Ti identiques le bruit de fond
évolue (figure 9.8). L’absorption de Ti est toujours négligeable dans la cible et la densité
du tissu inclus en résine est considérée comme constante. A intensité de Ti équivalente, il
est possible d’observer que l'intensité du bruit de fond varie d’un facteur 2 & 4 indiquant
des épaisseurs de coupes différentes.
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Fia. 9.8 — Tracé du bruit de fond continu en fonction de l'intensité du titane, zone fin
de profil.

Le tracé des rapports des intensités en fonction de 'intensité de 1’élément majeur de
ce matériau indique si il y a une modification ou non de ’atténuation en fonction de
I’épaisseur de la cible [80].
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9.2.4 Localisation du grain d’alliage dans la coupe

Une épaisseur trop importante de tissu par rapport aux valeurs nominales de coupes,
fausse ’épaisseur du grain par 'absorption qu’elle engendre.

La localisation du grain dans la coupe de tissu inclus en résine peut influencer ’at-
ténuation de Al. Pour des intensités de Ti identiques, la concentration de cet élément
d’aprés Hall [78] est liée au fond continu (équation 4.7). Le bruit de fond provenant de
la résine est directement proportionnel a son épaisseur (équation 4.5).

Des photons de Al et Ti provenant de grains métalliques identiques (épaisseur) et
pénétrant dans la résine située entre le grain et le détecteur subissent une atténuation. Le
critére cible mince étant toujours respecté, le logarithme du rapport de leurs intensités
In(Ti/Al) est proportionnel, & une constante prés, a I’épaisseur de résine (équation 4.23).
En condidérant des zones d’analyses ou l'intensité de Ti est la méme, ainsi que des
rapports Ti/Al en sortie de grain identiques, il est possible d’estimer la localisation du
grain dans la coupe.
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F1G. 9.9 — Logarithme du rapport des intensités Ti/Al en fonction du rapport (inten-
sité/concentration) de Ti pour quatre valeurs d’intensité Ti.

Le logarithme du rapport des intensités In(Ti/Al) en fonction du fond continu de
la résine est tracé sur la figure 9.9. Les intensités de Ti sont regroupées par valeur. Les
intensités moyennes en (u.a) de chaque population sont 3640+ 75, 30604170, 2500+ 160,
1950 + 59. Le rapport intensité sur concentration de Ti (équation 4.7) est directement
proportionnel au bruit de fond continu, et par conséquent a 1’épaisseur de résine.

L’épaisseur de tissu inclus en résine n’influence pas le rapport In(Ti/Al). L’épais-
seur de résine recouvrant les grains est négligeable comparée aux dimensions des grains.
L’excédent de résine contribuant a un buit de fond plus important se localise sous le
grain.
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F1G. 9.10 — Images obtenues par STEM, en champ sombre inversé, des débris métalliques
présents dans les tissus. Haut : F4. F3 au centre et en bas.

9.3 Taille et morphologie des débris

L’observation des images (figure 9.10) montre que les débris ont des dimensions qui
varient de quelques pum a la dizaine de nm. Suivant I’échantillon et la zone d’analyse,
la densité de ces débris est plus ou moins importante. L’alliage TAGV est le métal res-
ponsable de la plus forte contamination en débris métalliques. Des formes de débris
apparaissent régulierement plus ou moins arrondies ou lamellaires rappellant la struc-
ture de phases a — 3 de l'alliage TA6V.
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F1G. 9.11 — Images obtenues par STEM en champ sombre inversé, des débris métalliques
(E9 ). L’'image inférieure réalise un zoom des débris situés a gauche, sur I'image supérieure

Des zones trés denses en débris sont observables avec formation d’amas de débris.
Ces amas sont la conséquence d’une accumulation au cours du temps de débris dans des
zones préférentielles ou de la dissolution d’un gros débris. Les images de la figure 9.11
montrent qu’un débris de plusieurs um a pénétré le tissu en profondeur. Un aggrandisse-
ment suggeére une dissolution d’un grain de dimension micrométrique en plusieurs débris
nanométrique.

La figure 9.12 illustre la détermination de la dimension précise des grains par STEM-
EXDS. Les débris sont repérés a partir des images en champ sombre inversé par STEM.
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Fi1c. 9.12 — A : Réalisation de profils de concentration par balayage sur des débris mé-
talliques, repérés suivant le trait blanc (image en champ sombre inversé¢, STEM). B :
Intensité de Ti, Al, V depuis le début du balayage (coord. 0) jusqu’a la fin (coord. 2000).
C : Intensité du C et O suivant le méme balayage.

Ensuite un balayage du faisceau d’électrons est effectué suivant une ligne, choisie en
fonction des débris (pixel de 30 x 30 nm?). L’ensemble des photons émis par ce pixel est
récolté par un détecteur Si(Li)(EDXS) a fenétre ultra-fine. L’intensité du Ti, V, Al, C,
O est tracé en fonction de la distance de balayage, balayage concrétisé par un trait blanc
sur 'image de la figure 9.12.
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Les analyses par STEM-EDXS montrent qu’il s’agit de débris de TA6V, car sur
chaque impact sont récoltés les photons de Ti, Al et V et le profil des éléments est simi-
laire. L’évolution du Ti, élément majeur, permet d’estimer, & 30 nm prés, la taille des
grains, qui d’apres son profil (figure 9.12) sont de l'ordre de la centaine de nm. L’intensité
du carbone représente le négatif du Ti. Quand le titane diminue, le carbone augmente
et donc la couche de tissus inclus en résine augmente. Les phénomeénes d’absorption de
la raie du carbone ne sont pas pris en compte sur ces profils, mais 1’épaisseur des grains
varie au sein de la coupe. L’intensité du carbone est minimum pour une intensité du
titane maximum. Le carbone est présent malgré tout en ces points extrémes, il subsiste
un peu de matiére biologique et les grilles ont un dépo6t de carbone. Les variations de
Iintensité de Ti ou de C renseignent éventuellement sur la morphologie des grains. Ces
morphologies peuvent étre corrélées au type d’usure de l'implant, ou a la date d’arrivée
des grains dans le tissu.

9.4 Composition des débris

Les images STEM obtenues en champ sombre permettent le repérage de débris de
grande dimension. L’image supérieure de la figure 9.13 est un aggrandissement du grain
repéré en haut et a gauche de la figure 9.10. Un profil est réalisé par pas de 30 x 30 nm?
du centre du grain vers ’extérieur.

La figure 9.14 montre I’évolution des concentrations des éléments présents dans le
débris du centre du grain vers l'extérieur. Tous les débris analysés sont des grains de
TA6V, aucun débris de Cr-Co-Mo n’a pu étre détecté et sondé par ce protocole. Sur
quatre profils, trois ont des concentrations en titane similaires. L’aluminium a le méme
comportement.

La comparaison des rapports de concentration Ti/Al et Ti/V (figure 9.15) dans les
zones ol les phénomeénes d’absorption sont similaires, montre des rapports qui évoluent.

Le rapport des concentrations ou des intensités Ti/Al pour trois profils de grain (Ey,
Es5) se situe au niveau du rapport moyen théorique de l’alliage ou bien légérement en
dessous (graphe B figure 9.15). Le rapport Ti/V (Ey, E3, graphe A figure 9.15), est
supérieur au rapport théorique moyen de l’alliage. Ces deux constats impliquent une
teneur proche ou excessive d’Al dans ces grains et un déficit en V. La détermination des
teneurs théoriques massiques des éléments métalliques s’effectue sur un volume important
de maniére & obtenir une information moyenne et globale. Dans le cadre de ’analyse de
nos échantillons sur une échelle nanométrique proche de la dimension des phases de
I'alliage « et (3, ces résultats indiquent que ces grains sont principalement constitués
en volume, de phase «a réputée riche en Al et pouvant contenir toutefois une certaine
quantité de V a hauteur de 4%, au maximum.
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FiG. 9.13 — Images obtenues par STEM en champ sombre inversé sur des grains. Réali-
sation de profils de concentration par STEM-EDXS suivant le trait blanc (Es, E3, Ey).
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Fia. 9.14 — Concentrations de Ti, de Al et de V obtenues par STEM-EXDS sur des
grains de TA6V du centre (coord. 0) vers l'extérieur du grain (coord.800), (Fs, Es3, Ey).
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Ti/Al (E4 et E3). C : rapport Ti/Al et Ti/V (E»).
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Chapitre 10

Combinaison des analyses PIXE et
histologique

10.1 Corrélation sur des coupes adjacentes

L’analyse histologique est I’examen standard de recherche des corps étrangers. Elle
distingue les différents types comme les débris de polyéthyléne, de polyméthylmétacry-
late ou métalliques. Cependant, elle ne peut discriminer des débris de nature différente.
En réalisant les profils d’analyse par P.I.X.E, certaines coupes adjacentes sont consacrées
a I’histologie dans le but de détecter les pathologies éventuelles liées aux débris. Le mode
de conservation des tissus et le protocole liés & 1a PIXE, nous imposent une coloration des
coupes au bleu de toluidine (BDT). La principale technique est 'inclusion en paraffine
a partir de tissu frais.

Il existe deux types de coloration : celle standard faisant appel aux mémes colorants
que I'industrie textile et les colorations spéciales pour mettre en évidence les constituants
enzymatiques (histochimie). Nos coupes de 5 & 10 pum sont directement colorées dans un
bain de BDT, sans immersion dans I’alcool ou autre solvant. Ensuite, un séchage et une
différenciation dans 3 bains d’alcool successifs permettent de conserver la coupe dans du
toluéne.

Les analyses histologiques sont effectuées au laboratoire d’Anatomie et Cytologie Pa-
thologique du CHU de Clermont-Ferrand (Professeur Kemeny), & 1’aide d’un microscope
Olympus Bx60 en lumiére photonique, avec ou sans polarisation. Les échantillons les
plus contaminés sont analysés (F3, Fy4). Il y a confirmation d’une métallose dans le tissu
capsulaire pour ces deux échantillons. Sur les clichés obtenus en lumiére polarisée, une
grande quantité de débris de polyéthyléne est aussi présente. De maniére générale, les
zones fortement contaminées en débris sont riches en noyaux de fibroblastes et en colla-
geéne : les réactions macrophagiques libérent des hormones ou des médiateurs cellulaires
et augmentent 'acidité du milieu, ces phénomeénes sont responsables de ’apparition des
fibroblates.

Pour nos échantillons, des cellules géantes et macrophagiques ingérent les débris dans

les zones ou la métallose est plus diffuse. La réponse lymphocytaire est négligeable. Le
tissu n’est pas nécrosé. La présence de cellules endothéliales est liée & un drainage lym-
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Fi1c. 10.1 — Analyse de coupes adjacentes. Haut : étude histologique avec réalisation
d’un grossissement de la zone 1. Bas : Cartographies élémentaires (700x700 um?) de la
matrice biologique (RBS), de Ti, de Co et de Cr sur une coupe adjacente & celle destinée
a ’histologie, Ey .

phatique ou & une néovascularisation. Un tissu scléreux est provoqué par l'ingestion des
débris par les macrophages qui augmentent l'acidité du milieu. Cette acidité provoque
la fibrose. Le tissu conjonctif scléreux est dense, épais, d’aspect blanc et fortement acide
& causes des débris ou pigments métalliques piégés au sein de ce tissu.

La corrélation entre les informations obtenues par P.I.X.E sur les débris métalliques
dans les tissus capsulaires, avec celles obtenues par histologie sur des coupes proches
ou bien adjacentes est possible en général sur une surface moyenne. Les tissus apparte-
nant aux coupes adjacentes doivent étre similaires. Les figures 10.1 et 10.2 illustrent ces
constatations.

La figure 10.1 montre I'analyse par deux méthodes différentes (histologie et P.I.X.E-
R.B.S) de deux zones en contact avant la découpe du tissu. Le repérage est effectué
grace aux formes similaires de 'image obtenue au microscope optique (image en haut a
gauche) avec celles obtenues par R.B.S (image en bas & gauche).

Dans la mesure ou les débris présents sur les deux coupes sont identiques, la carto-
graphie donnant la répartition de Ti indique que la majorité des débris métalliques noirs
sur le cliché histologique sont des grains de TA6V. Le tableau 10.1 donne les teneurs en
Ti, V, Co et Cr sur les deux zones repérées (1 et 2) sur le cliché histologique de la figure
10.1, ainsi que la teneur totale de la surface analysée (700 x 700 um?). Comme pour les
résultats obtenus précédemment, le TA6V représente la majorité des débris métalliques.

La comparaison des rapports [Ti]/[V] et [Co]/[Cr]| sur la surface totale d’analyse sont
de 23 et 2,8 respectivement indiquant une pollution sous forme de grains. Les teneurs
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Concentration Surface 1 Surface 2 Surface totale
en jg/g
Ti 9281 + 1481 54238 + 4096 43379 + 3215
A% 515+ 152 2359 £+ 310 1881 + 198
Cr <LOD 96 + 40 61 + 20
Co <LOD 224 + 37 176 £19

TAB. 10.1 — Concentrations des éléments métalliques sur les différentes zones repérées a
partir de la figure 10.1 .

relatives & la surface 1 indiquent qu’il n’y pas de grains de Cr-Co-Mo et seulement du
TAG6V en accord avec les cartographies élémentaires.

Le rapport [Ti|/[V]| proche de 18 (surface 1) est différent du rapport précédent et
du rapport théorique de 'alliage. Ce constat suggére une dissolution de ces grains de
TAG6V avec modification de leur stoechiométrie. Les teneurs en Co et Cr, proches du
bruit de fond, rendent leur visualisation sur les cartographies moins aisée que pour Ti.
Les teneurs moyennes sur de grandes surfaces indiquent une pollution particulaire avec
localement des dissolutions.

La figure 10.2 donne la répartition des débris métalliques sur un cliché histologique.
La similitude des géométries sur les deux types images (histologiques et P.I.X.E) est sans
équivoque concernant la proximité de ces coupes. Comme pour la figure précédente, les
particules métalliques noires correspondent & des grains de TAGV.

Le tableau 10.2 délivre les concentrations du Ti, V, Co et Cr des différentes zones
repérées et de la surface totale (700 x 700 um?). Les teneurs sont beaucoup plus élevées
que dans le cas précédent. Les clichés histologiques des zones 1 et 2 fournissent une illus-
tration de ce type de concentration au sein d’un tissu. Le rapport [Ti|/[V] des trois zones
est égal au rapport de l’alliage tandis que [Co|/[Cr| est inférieur au rapport de ’alliage
concerné et est voisin de 1,5. Un excés de Cr par rapport au Co est observable sur les
cartographies élémentaires.

L’analyse de coupes adjacentes par les deux méthodes s’effectue sur des endroits
proches. Nous avons mis au point un protocole permettant ’analyse d’'une méme zone a
la fois par P.I.X.E-R.B.S et par histologie sur cible mince.

10.2 Corrélation sur la méme coupe

L’inclusion des tissus en résine époxy permet d’obtenir des coupes fines et stables. Les
échantillons sont soumis a un vide élevé. La plupart des colorants utilisés pour les inclu-
sions en paraffine ou en résine acrylique ne pénétrent pas les inclusions en résine époxy.
Le bleu de toluidine (BDT) pénétre et colore la résine époxy. Les blocs de tissu inclus
sont découpés a l’aide d’un microtome. Des coupes inférieures au um sont réalisables.
Toutefois le contexte particulier des échantillons fortement pollués en débris métalliques
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Ti v Co Cr

Fic. 10.2 — Analyse de coupes adjacentes. Haut : étude histologique. Milieu : Dif-
férents grossissement de la zone 2. Bas : Cartographies élémentaires P.I.X.E-R.B.S
(700x700 pm?) de Ti, de V de Co et de Cr sur une coupe adjacente, Ej.

Concentration Surface 1 Surface 2 Surface totale
en 1ig/g
Ti 217893 + 15600 | 126422 + 8989 | 142047 £ 10052
\Y% 9511 £ 916 5663 + 915 6069 + 559
Cr 1181 £ 132 929 + 221 792 + 77
Co 2019 4+ 156 1301 £ 111 1254 £ 92

TaB. 10.2 — Concentrations des éléments métalliques concernant les repérages de la figure
10.2.

donne des coupes de 7 & 10 pm au minimum.

L’analyse par P.I.X.E du colorant révele de nombreux éléments métalliques (Ti, Nd,
Fe, Pb ...) suceptibles d’interférer avec les débris métalliques dans les tissus. Pour ces
raisons, I’analyse par P.I.X.E-R.B.S sera réalisée avant la coloration au BDT. Les condi-
tions expérimentales d’irradiation sont un faisceau de protons de 3 MeV (section efficace
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Tissu inclus
en résine

Support en Mylar

Support Métallique

F1G. 10.3 — Description du porte échantillon pour ’analyse des cibles minces par P.I.X.E
et histologie.

de production des rayons X optimum), de résolution 5 pm avec un courant avoisinant
100-200 pA. Certains échantillons possédent des teneurs métalliques, notamment en Ti,
élevées autorisant un courant et un temps d’acquisition minimum.

La figure 10.3 montre les modifications apportées au support métallique pour le pro-
tocole P.I.X.E-histologie, destiné auparavant & recevoir les coupes de tissus lyophilisés et
le formvar. Le diamétre du trou du support métallique est de 5 mm environ. Celui des
supports mylar est compris entre 1 et 3,5 mm par pas de 0,5 mm. Cette superposition de
trou permet ’analyse de cible mince. Les coupes ayant fait I’objet d’une analyse P.I.X.E
sont récupérées et subissent une coloration classique au bleu de toluidine.

La figure 10.4 compare l'image provenant de la coloration au BDT & la cartographie
élémentaire de Ti sur la méme zone. La zone d’analyse par P.I.X.E est facilement repé-
rable grace & sa couleur bleu-clair. L’interaction du faisceau avec la coupe modifie les
propriétés chimique et mécanique de la résine la rendant plus imperméable au colorant
et plus fragile.

Concentration Surface 1 Surface 2 Surface 3
en p1g/g
Ti 28375 + 2000 2139 £ 156 17472 41242
\Y 1336 £ 137 90 + 18 774 £ 81
Cr 128 18 4247 100 £ 12
Co 229+ 19 46+ 6 141 + 12

TAB. 10.3 — Concentrations des éléments métalliques sur les différentes zones repérées a

partir des figures 10.4 et 10.5 ainsi que pour la surface totale de 'analyse, Ej3.
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F1G. 10.4 — comparaison de I’analyse histologique au bleu de toluidine (en haut) et de
Panalyse P.L.X.E (en bas) avec la répartition élémentaire du Ti, Fs.

Le tableau 10.3 donne les teneurs des zones 1, 2 et 3 en Ti, V, Co et Cr (figures
10.4 et 10.5). Les zones 1 et 3 sont plus contaminées que la zone 2 qui contient TAGV a
hauteur de 2000 ppm. Cette teneur est insuffisante pour apparaitre sur la cartographie
élémentaire de Ti (figure 10.4). Bien que les concentrations soient trés différentes, le
rapport [Ti]/[V] est proche du rapport de l’alliage sur I’ensemble des zones. Les grains
sont majoritaires. Les teneurs en Co et Cr sont trés faibles avec un rapport compris entre
1 (zone 2) et 2 (zone 1 et 3).

Les zones 1 et 3 contiennent de gros débris de TA6V en présence de noyaux fusiformes
(fibroblates) et ronds (hystiocytes, plasmocytes, lymphocytes . ..). Certains vaissaux ca-
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F1G. 10.5 — Grossissement des trois zones repérées sur le cliché histologique précédent de
la figure 10.4, FEs.

pillaires ainsi que des fibres de collagéne apparaissent. La zone 2 contient exclusivement
du collagéne et des muscles. Les macrophages, qui phagocytent les débris, meurent et
libérent des lysosomes acides & l'origine de I’apparition du collagéne et des inflammations
chroniques.

La combinaison PIXE-Histologie est le moyen de corréler directement la nature, la
taille et la quantité des débris aux différentes réactions biologiques possibles. De nom-
breuses cibles ont été analysées par P.I.X.E mais le faisceau les rend plus fragiles. La
diminution du dépoét d’énergie passe par la diminution de I’épaisseur de la cible et de
Iintensité du faisceau.
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Chapitre 11

Bilan et interprétations de la
contamination métallique

La comparaison des teneurs en éléments métalliques Ti, V, Co et Cr dans les tissus
et le témoin indique une contamination de la part des prothéses pour I’ensemble des
échantillons. 11 est possible de distinguer deux catégories directement liées & la nature
du couple métal-métal employé. Le dispositif prothétique est le méme, c’est & dire un
condyle en métal séparé du plateau tibial en métal par une plaque de polyéthyléne.
Toutes les prothéses sont reprises aprés la méme période.

11.1 Echantillons E; et E5 : couple TA6V/TA6V

E, et F;5 étaient en présence d’une prothése métal-métal TA6V /TA6V dont le condyle
avait subi une implantation ionique a l'azote afin de renforcer ses propriétés mécaniques.
La teneur en Ti, évaluée sur 600 um, pour ces deux échantillons, avoisine 300 ppm (Fs)
et 1500 ppm (E7). Les teneurs en V sont souvent proches de la limite de détection. Le
rapport de Ti et de V dans 'alliage est de 22,5. La comparaison de ce rapport & celui
présent in vivo dans le tissu pour ces deux échantillons indique qu’il est plus faible.

Les mécanismes susceptibles de provoquer la migration de débris de "implant vers
les tissus sont 'usure par frottement, la corrosion, voire les deux associées (tribocorro-
sion). Dans I’hypotheése ou la séparation en polyéthyléne est totalement usée, un contact
entre les piéces métalliques conduit rarement & une corrosion galvanique [37]. La pré-
sence d’une couche d’oxyde T%iOs & la surface de ce type d’implant les rend résistant a la
corrosion. Cette couche posséde en plus la faculté de se régénérer lorsqu’elle est détruite
[15]. Dans des conditions de mesures identiques de corrosion in vitro, les alliages a base
de titane rejettent 2 & 8 fois moins d’ions que les alliages Cr-Co-Mo [34].

Les débris présents dans E; et E5 peuvent provenir d’une corrosion générale de I'im-
plant avec migration des ions vers le tissu ou bien de débris d’usure ayant la forme de
particules. Au regard du rapport des concentrations Ti/V (Echantillon FEs) supérieur
au rapport théorique de l'alliage, la contamination est de forme ionique. Pour Fjs, la
teneur en Ti résulte & priori d’'une corrosion ou d’une dissolution globale de I’alliage.
Braemer [34] constate sur des tests in vitro qu’un alliage & base de titane rejette 1 & 2
pg/em? d’ions Ti sur 7 jours. Compte tenu de la surface de la prothése et du mécanisme
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migratoire propre au niveau de cette articulation, les valeurs dans Ej5 sont fortement
corrélées & ce genre de corrosion. Les teneurs en Ti et V dans F sont plus élevées que
dans Fs et les rapports Ti/V sont localement proches des rapports théoriques. L’écart
des concentrations en titane entre ces deux échantillons est lié & ’amorgage d’une usure
mécanique pour Ep, générant des particules solides en plus de la dissolution. Ces débris,
en quantité peu élevée, peuvent subir & leur tour une dissolution.

Mu et al. [8] ont mis en évidence les phénoménes de corrosion in vitro lorsque les
contraintes mécaniques d’usure et les frottements sont inexistants. Les macrophages en-
tourent l'implant et fabriquent O qui est tranformé en H2Os. Cette molécule trés oxy-
dante traverse la paroi de la cellule et dissout la couche de passivation de 'implant.
L’implant libére des ions métalliques. L’encapsulation provoquée par les cellules main-
tient une certaine acidité au voisinage de la prothése qui ne peut reconstruire sa couche
de passivation et libére encore plus d’ions. La quantité d’ions libérée par la prothése aug-
mente lorsque des débris solides métalliques ou de polyéthyléne sont présents puisqu’ils
stimulent les macrophages. La différence de contamination entre E; et Fs5 peut étre liée
a la présence de débris de polyéthyléne ou de TAGV, consécutifs & une usure mécanique
plus avancée de la prothése correspondante & Fj.

11.2  Echantillons E,, F5 et E, : couple Cr-Co-Mo/TA6V

Ils sont plus contaminés que Fp, E5. Le condyle est un alliage Cr-Co-Mo séparé du
plateau tibial en TAG6V par une plaque de polyéthyléne. L’observation, lors de la reprise
prothétique, montre que la piéce de polyéthyléne est usée et entraine le frottement du
condyle sur le plateau tibial.

11.2.1 Débris UHMWPE

Un modéle prédit que dans le cadre d’une usure par adhésion, la dimension des débris
produits est inversement proportionnelle & la dureté du matériau [13|. Les particules de
polymeére possédent la plus grande taille, suivies des débris métalliques et des particules
de céramique. Les particules de UHMWPE sont transparentes vis & vis des méthodes
P.I.X.E-R.B.S. Les analyses histologiques ont pu mettre en évidence une quantité impor-
tante de débris de UHMWPE dans les tissus. Certains sont phagocytés par des cellules
géantes. Seules les particules de dimension inférieure a < 25 pum sont phagocytées [13].
Les autres particules observées restent dans le milieu extra cellulaire. La dimension et la
forme sont révélatrices du processus d’usure. Les particules < 1 um proviennent d’une
usure par fatigue tandis que celles en forme d’écharde ou d’aiguille et de dimensions
plus importantes sont liées & une usure par adhésion ou par un processus & 3 corps, qui
provoquent des fissures en surface avec extraction de fragments. La présence de ce type
de débris UHMWPE dans nos échantillons confirme une usure excessive de la plaque de
polyethyléne entre les deux pieces métalliques.

11.2.2 Comportement migratoire

Pour des raisons techniques, seules les cibles épaisses ont permis de mesurer les te-
neurs en éléments métalliques proches de la surface et de la membrane synoviale. Les
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cibles minces ont des profils de concentration & la dizaine de um prés.

L’analyse en surface du tissu capsulaire révéle une grande hétérogénéité des teneurs
en Ti, V, Cr, Co . La migration dans le tissu de la zone proche de I'implant vers ’ex-
térieur présente des écarts importants de contamination et de profondeur de migration
(figure 8.5). Les zones les plus contaminées sont celles les plus proches de 'implant. En
moyennant les teneurs sur certains intervalles de migration, des fronts de contamination
se démarquent (zone trés polluée) et leur profondeur est directement liée & la teneur en
débris métallique.

Afin de déterminer la profondeur de migration dans le tissu, des profils en cible
mince sont réalisés au niveau des zones les plus polluées. Les teneurs en Ti, V, Co et Cr
diminuent de fagon caractéristique lorsqu’on s’éloigne de I'implant (figures 8.3 8.4). Le
comportement similaire de Ti et de V est lié¢ a la nature granulaire des débris. Le méme
type de décroissance est observé pour Co et Cr, éléments majeurs de ’alliage Cr-Co-Mo.
Ce phénomeéne indique que les deux types de débris migrent dans le tissu. Sur des zones
d’analyses plus réduites, seuls les débris de TA6V sont présents (figure 10.1 et tableau
10.1).

11.2.3 Les grains de TA6V

Les cartographies P.I.X.E associées au rapport massique des éléments, aux images et
profils réalisés par STEM-EDXS montrent que les débris relatifs au TA6V sont solides,
aussi bien en surface qu’en profondeur. La dimension des grains évolue du nm au um
(figure 9.12). Des grains ou des amas (cartographie P.I.X.E) voisins de 100 pm sont
observés en surface (figure 9.2). Les images STEM de débris évoquent des grains de plu-
sieurs um en cours de dissolution qui générent des débris de I'ordre de la centaine de nm
(figure 9.11).

Au sein d’un alliage de TA6V coexistent deux phases « et (5. La forme et la taille
de ces phases dépendent directement du processus de fabrication thermo-mécanique. Ne
possédant aucune information sur les conditions de fabrication des plateaux tibiaux, des
analyses de ces paramétres sont en cours. L’aluminium est un élément alphagéne et le
vanadium bétageéne. La réalisation de profil par STEM-EDXS sur plusieurs grains montre
un excés d’Al et un déficit de V (figures 9.14, 9.15). La présence de grains de structure
a plutot que (3 suggere que la dissolution se fait par la phase 3 [13]. Les concentrations
obtenues par PIXE sur de grandes surfaces indiquent par contre un rapport Ti et V non
déséquilibré.

Nous avons vu que les débris de TAG6V sont solides quelle que soit la zone d’analyse ou
leur concentration (figures 8.7, 10.4 et tableau 10.3). Certaines images STEM suggeérent
une dissolution de grains (figure 9.11). On corréle ces résultats avec les clichés obtenus par
P.I.X.E-Histologie. Des zones polluées présentent des grains noirs de métallose, d’autres
zones plus faiblement polluées (<2000 ppm) ont des grains invisibles sur la cartographie
P.I.X.E ainsi que sur le cliché histologique, le rapport Ti/V est égal au rapport de ’alliage
dans les deux cas. Au début des profils, les débris sont denses, homogenes, de dimensions
importantes. L’analyse histologique révéle que, pour les zones les plus denses, les débris
baignent dans une matrice extracellulaire composée de collagéne et de fibroblastes. Dans
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la zone suivante, les débris sont moins denses et sont phagocytés par des macrophages.
Au-dela existe un tissu fibreux (collagéne + fibroblastes) trés dense, puis un tissu adipeux
(figure 8.9). L’acidité régnante dans la cellule dissout le grain qui se disperse dans le tissu.
Les petits grains migrent plus facilement et plus rapidement que les débris phagocytés et
se répartissent, de nouveau, de fagon plus homogene (figures 8.8). Les grains de phases «,
pauvres en vanadium, sont réfractaires a la dissolution puisque ce sont les grains analysés.

11.2.4 Les grains de Cr-Co-Mo

Haynes [91] a étudié la comportement in vitro, de débris provenant d’alliage de Cr-
Co. Les paramétres qui influencent la libération d’ions sont : la taille des débris et la date
d’arrivée dans le tissu. Le mécanisme de corrosion est le suivant : les cellules (monocytes)
phagocytent les particules solides d’alliage récemment arrivées dans le tissu. L’acidité de
la cellule dissout une partie du grain, et parfois sa totalité selon sa taille, provoquant une
couche d’oxyde (passivation). Aprés la mort de la cellule, les débris solides restants et
passivés sont de nouveau ingérés par d’autres cellules. Les cellules ne meurent plus mais
déclenchent un processus de résorption osseuse par l'intermédiaire de médiateurs. Le Cr
fabrique la couche de passivation (CrOs) tandis que le Co migre.

Des amas ou des grains de Cr-Co-Mo sont observés au niveau du tissu fibreux d’assez
grande dimension (dizaine de um). Toutefois, dans la plupart des zones, la teneur en
débris ne dépasse pas le millier de ppm, teneur souvent inférieure aux éléments qui inter-
ferent avec le Cr ou le Co et masquent leur visualisation cartographique. L’information
contenue dans le rapport Co/Cr confirme des études sur les débris de Cr-Co-Mo et leur
comportement in vivo [91] [92].

Ichinose [93] a étudié les débris de Cr-Co-Mo issus de prothése de genou et contenus
dans le tissu synovial. Il constate que les particules de l'ordre du pm phagocytées par
les cellules macrophages voient leur teneur en éléments métalliques modifiée par rapport
aux teneurs de l'alliage. La réalisation d’un profil sur un grain de Cr-Co-Mo dans une
cellule indique que le Co est inférieur aux taux de lalliage et est seulement contenu au
coeur du grain et non en périphérie. Le Co situé en périphérie s’est donc dissout et le
Cr reste pour passiver le grain. Haynes [91] constate le méme phénoméne in vitro. Le
rapport Co/Cr relevé au niveau de nos échantillons est soit égal au rapport initial de
I’alliage soit inférieur. Le premier cas correspond & des débris trop volumineux pour étre
phagocytés et le second cas & ceux digérés ou en cours de digestion par les cellules avec
migration ou diffusion du Co, élément carcinogeéne [94].

L’évolution de ce rapport dans le tissu renseigne a la fois sur la localisation de ’acti-
vité cellulaire en fonction de la taille des débris. Bien que les rapports massiques soient
établis sur des zones moyennes, en surface le rapport Co/Cr est inférieur au rapport
massique de l'alliage avec parfois localement des rapports proches de I'alliage. Au cours
des profils, les rapports Co/Cr sont similaires a ceux de 'alliage au niveau du tissu fi-
breux. Les débris volumineux sont encapsulés dans ce tissu sclérosé et les cellules peu
nombreuses [33]. Ensuite, & l’extrémité de ce tissu, la chute du rapport témoigne d’une
nouvelle activité cellulaire avec de petits débris. D’aprés Jacobs [33], la plupart des par-
ticules en alliage & base de Co-Cr ont des dimensions inférieures & 5 um et sont souvent
trouvées a l'intérieur des macrophages.
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Contrairement aux débris de TA6V relativement stables méme aprés dissolution, le
rapport Co/Cr indique que les débris évoluent d’un point de vue chimique (tableau 8.4,
graphes B et D figure 8.7). Dans E3 et Ejy, le rapport Co/Cr est inférieur au rapport
initial de 'alliage. La diminution du rapport correspond aux phénoménes de passivation
des débris récents. Une chute du rapport Co/Cr est observée au voisinage de la mem-
brane synoviale (tableau 8.4, graphes B et D figure 8.7).

Tous les débris générés au niveau de la prothése migrent vers la membrane synoviale.
Le tissu fibreux retient les plus gros grains qui se meuvent moins facilement que les
plus petits. Ces derniers atteignent les cellules macrophages qui les dissolvent et leur
rapport chute. Pour le Ti, élément majeur de ’alliage, la stoechiométrie est conservée
pour les débris. Pour I’ alliage Cr-Co-Mo, le Cr contenu & hauteur de 30 % sert d’élément
passivant, tandis que le Co migre ailleurs et la stoechiométrie est rompue.

11.2.5 Meétallose au titane

De nombreux cas de métallose associés aux débris de Cr-Co et d’alliage a base de
titane sont recensés, aussi bien au niveau des prothéses de genou que des prothéses de
hanche [95][10][37|. Le titane génére souvent plus de débris que le Cr-Co. Bien que les
alliages & base de titane présentent un grand nombre de qualités mécaniques, son usure
est souvent associée a une grande quantité de débris |9]. Notre étude confirme une fois
de plus ce constat. La cause exacte de 'usure du plateau tibial est difficile & détermi-
ner. La raison de la reprise (douleur aigiie, descellement, rupture de 'implant, infection

..) ne nous est pas fournie. La grande quantité de titane est le résultat de I’abrasion
du Cr-Co-Mo sur TA6V lorsque tout le polyéthyléne est usé, mais elle peut s’amorcer
avec un frottement du TAGV sur le UHMWP, ou bien sur l'os d’ancrage. Dans cette
derniére situation, une partie des débris générés entre I'os et I'implant migre vers ’arti-
culation et contribue & un processus abrasif & 3 corps entre le UHMWPE et le métal [95].

Des phénomeénes de corrosion galvanique, de fissures et de crevasses aprés brisure de
la couche de passivation, sont aussi responsables de relargage important d’ions dans le
tissu [37]. L’étude de la corrosion dans un milieu statique d’un alliage a base de Cr-Co
indique que dans le cas d’une corrosion générale, I’élément le plus relargué est le Co, en
excés par rapport au ratio de l'alliage (2,5) avec un rapport 3,8 [34]. Au niveau de la
surface de la membrane synoviale en contact direct avec I'implant, nos rapports Co/Cr
sont inférieurs ou égaux au rapport de l'alliage excluant ainsi la corrosion dans notre
situation. L’association du couple TA6V et Cr-Co-Mo est souvent choisie car ces deux
alliages possedent des potentiels electriques proches.

Dans le cas d’un contact, si la différence de potentiel reste inférieure au potentiel de
rupture de l'anode (Cr-Co-Mo) aucune corrosion galvanique n’apparait [36]. Toutefois,
une étude de la corrosion entre un alliage & base de titane associé & deux nuances d’alliages
Cr-Co-Mo dont la teneur en Mo varie de 2% seulement, montre deux comportements
différents avec une corrosion galvanique 3 fois plus importante pour l’alliage contenant
le plus de Mo [35].
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11.3 Les réactions de 'organisme vis & vis des corps étran-
gers

Les réactions de 'organisme peuvent étre locales ou générales. Il se forme autour
de l'implant une membrane réactionnelle en présence de débris par ’apparition d’une
réaction hystiocytaire & corps étrangers [96].

Les débris dont la dimension est de 'ordre du um sont phagocytés. Les plus gros dé-
bris de 'ordre de la dizaine de um sont profondement enclavés dans des plans de collagéne
successifs. La phagocytose des corps étrangers stimulerait la sécrétion de cytokines par
les macrophages actifs, cette hormone provoque la résorption osseuse, phénoméne res-
ponsable du descellement & terme. La taille des particules influence le type de médiateurs
libérés par les cellules [97]. Nos tissus ( E3 et Ey ) présentent une structure sclérosée
dans la zone fortement contaminée. De grosses particules de polyethyléne et métalliques
sont enclavées dans des plans de collagéne contenant des fibroblastes. Cette partie du
tissu apparait comme un tissu d’interposition mécanique ou la coque fibreuse retient une
certaine quantité de débris.

En plus des réactions immunitaires normales, les produits de corrosion ou d’usure
créent parfois des problémes de toxicité. Les éléments mis en cause selon un classement
du plus toxique au moins toxique sont : Cr, Co, Ni mais aussi Mo, V, Al IIs font de 'al-
liage Cr-Co-Mo un des alliages les plus toxiques [98] [99] alors que le TA6V l’est moins
[100]. Une étude in wvitro réalisée sur des débris obtenus par frottement de Cr-Co-Mo
et de TA6V n’a pu révéler le caractére mutagéne ou carcinogene de ces débris sur des
cellules de mammiféres (fibroblastes) [101]. Les éléments réputés les plus carcinogénes
ou mutagéniques sont le Cr, le Co et le Ni [102].

Les produits de dégradation des implants métalliques interviennent aussi dans ’hy-
persensibilité métallique [103]. L’allergie ou réaction d’hypersensibilité est une réponse
du systéme immunitaire & certaines substances comme les métaux. Bien que des signes
cutanés de réponses allergiques soient apparus aprés 'implantation de prothése métal-
lique, I’échec prothétique di a 'hypersensibilité aux métaux n’est pas bien établi [104].

Les patients porteurs de couple métal-métal sont exposés & des concentrations mé-
talliques locales ou systémiques plus élevées qu’un couple métal-polyéthyléne. Une étude
réalisée en Finlande sur des porteurs de couple exclusivement Co-Cr-Mo ont un taux de
leucémie 3,77 fois plus élevé que les porteurs métal-polyéthyléne [94].

11.4 Conclusion

La forte contamination de 3 échantillons sur 5 résulte d’une usure de la plaque de
polyethyléene (UHMWPE). Un contact et une usure mécanique des piéces métalliques
générent une plus grande quantité de débris de TA6V. Le TA6V, matériau moins dur,
produit une quantité de débris 100 & 200 fois plus importante que celui du Co-Cr-Mo.
Ces débris se répartissent de facon inhomogéne dans le tissu de 'articulation et migrent
a lintérieur de celui-ci.

Ces grains évoluent chimiquement au cours du temps et subissent une dissolution
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avec possibilité de larguer certains ions de haute toxicité pouvant provoquer des allergies
(Cr, Co, V, Al...).

La prothése de genou est soumise & de fortes contraintes suceptibles de la détériorer.
Les biomatériaux sont en perpétuelle évolution afin d’améliorer les implants et faire
tendre les dispositifs prothétiques vers le degré zéro d’échec. Des études portent en effet
sur le renforcement de la plaque de polyéthyléne, piéce charniére, avec une implantation
ionique en surface [105] ou par irradiation [106]. L’ amélioration des propriétés des alliages
a base de titane ou la création de nouveaux alliages s’oriente vers le matériau idéal sur
tous les plans [25]. Deux de nos prothéses, avaient subi un renforcement de la résistance
mécanique en surface du condyle en TAGV par implantation ionique : il s’avére que ces
modifications sont liées & une contamination tissulaire moindre. Bien évidemment une
étude sur une plus grande population initiale concernant les deux dispositifs est nécessaire
pour confirmer ces observations.
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Chapitre 12

Radioactivité des biomatériaux

12.1 Protocole d’échantillonnage

Les biomatériaux sont soit d’origine synthétique comme I’hydroxyapatite, les bio-
verres et les prothéses métalliques soit d’origine naturelle comme les coraux, les fémurs
d’animaux. L’objectif est d’utiliser la méme géométrie de mesure dans les détecteurs.
Un maximum de volume doit étre occupé par I’échantillon dans la boite disposée dans
le détecteur de germanium, afin d’éviter une pollution par le radon de l'air. Les bioma-
tériaux se présentent sous forme de poudre ou sous forme de bloc solide. Les quantités
de poudre doivent étre suffisantes pour remplir entiérement la boite. Les prothéses sont
découpées en plusieurs piéces.

Les mesures concernant les biomatériaux de synthése sont réalisées apreés leur éla-
boration finale avant une commercialisation. La quantité de matiére disponible pour les
mesures est calculée en mesurant chaque boite vide puis remplie, a ’aide d’une balance
de haute précision. Le corail, I’hydroxyapatitite et les bioverres sont disponibles sous
forme de poudre.

Seules les prothéses métalliques reprises ont fait 1’objet de mesure. Elles ont subi
un traitement classique de nettoyage et de stérilisation lors de ’explantation. Elles sont
découpées en morceaux a ’aide de trongonneuse ISOMET, de vitesse réglable de 0 & 300
tr/min, sur laquelle est montée une meule diamantée de dimension 10,2 ¢m x 0,3 mm x
12,7 mm.

Le protocole de préparation des différents fémurs est le méme quelle que soit leur
origine. Ils sont conservés au congélateur en attendant leur préparation. Certaines par-
ties comme les cartilages ou les matiéres “molles” restantes (tendons, muscles ...) sont
découpées a la scie & ruban, en acier HSS enrichi & 5% en Mo.

Les os sont dégraissés en les immergeant dans un bain de 500 ml de trichloréthyléne
R.P. NORMAPUR pour analyses pendant un mois. Ensuite, ils sont rincés a 'eau distil-
lée. Un bain d’eau oxygénée 30% VLSI SELECTIPUR nettoie les os compacts haversiens
et trabéculaires de toutes les subtances qui ne seraient pas de l’os : résidus de graisse,
de muscle, de moélle osseuse ...

Le bain d’eau oxygénée, produit corrosif, doit étre contrélé et ne doit pas dépasser
une certaine durée au risque de détruire la matrice osseuse. La durée réalisant le meilleur
compromis entre l’élimination de tous les tissus non désirés et la préservation de 1’os
est de 48 heures. Les dimensions des os sélectionneés (taille, volume, poids ...) sont tres
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proches, le volume d’eau oxygénée est en moyenne de 250 ml. Les os nettoyés de toutes
leurs impuretés biologiques sont plusieurs fois rincés & ’eau distillée.

Ils sont ensuite séchés a 1’étuve pendant 6 heures a une température de 180 °C, tem-
pérature qui les stérilisent par la méme occasion. Une fois broyés, les os sont stockés dans
les boites hermétiques. Il est nécessaire d’attendre la décroissance du radon provenant de
I’air ambiant retenu dans les boites. Seule la matrice osseuse phospho-calcique fait I’objet
de ces mesures de radioactivité, afin de pouvoir les comparer aux autres biomatériaux
comme 'hydroxyapatite ou les coraux.

12.2 Reésultats de références constituées avec des fémurs hu-
mains

Ils sont obtenus sur des fémurs humains n’ayant pas eu de contact avec des prothéses
orthopédiques. Les échantillons proviennent du Laboratoire d’Anatomie de Clermont-
Ferrand (Professeurs Vanneuville et Escande). Les os fixent certains éléments radioac-
tifs. La mesure de la radioactivité naturelle des différents biomatériaux sert & vérifier
une toxicité radioactive éventuelle. La quantité de poudre d’os analysée (g) et le temps
d’acquisition (h) sont indiqués pour chaque échantillon (derniére ligne du tableau).

Le tableau 12.2 montre des activités d’actinides dans des os. La colonne UNSCEAR
(United Nations Scientific Committee on the Atomic Radiation) donne les activités re-
censées par cet organisme international dans les os humains. Ces valeurs nous serviront
de référence internationale . La colonne NIST-IRMM (National Institute of Standards
and Technology-Institute for Reference Materials and Measurements) donne les activités
d’un standard certifi¢, élaboré & partir de 5% d’os humain et 95% d’os de bovin. Les mé-
thodes de mesures sont la spectrométrie v, « et la scintillation liquide 8. L’élaboration de
ce standard suivant le radionucléide recherché nécessite des traitements radiochimiques
afin d’extraire les éléments [107]. La spectrométrie v est réalisée dans un laboratoire
sous-terrain de profondeur 500 mee (métre équivalent eau).

Humain 1 2 3 4
¢ 9,3+£0,9 | 3,74+0,6 240,5 4,4+0,6
13705 < 0,05 < 0,03 < 0,04 < 0,04
28y <0,6 1£0,5 1,240,4 0,7+0,2
226Rg 0,15+0,03 | 0,254+0,05 | 0,23+0,04 | 0,25+0,05
228Ra < 0,03 <0,1 <0,1 <0,15
228Th < 0,12 < 0,05 < 0,04 < 0,05

Temps(h) 166,9 94,85 97,17 46,25

Poids(g) 14,4 24,73 24,73 22,1

TAB. 12.1 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes dans divers échantillons de fémurs
humains.
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Activité des Os UNSCEAR NIST-IRMM
28 0,140,05 0,64 ~ 0,09
20p, 0,02 ~ 0,07 0,47 40,015
226 Rq 0,27 +£0,17 15,1+1
B2Th 0,006 ~ 0,024 | 0,99 40,055
22 Ra 0,140,05 -
2281p, — 7,1£0,65
6000 _ _
40K o _

TAB. 12.2 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes naturels dans des os humains d’aprés
I'UNSCEAR [108] et dans un standard NIST [107]

En comparant nos teneurs (tableau 12.1) & celles de UNSCEAR, Dactivité moyenne
de 238U dans nos échantillons de fémurs humains est 8,8 fois plus importante mais celle
de 226 Ra est identique. Les activités des autres éléments sont soit inférieures aux limites
de détection, soit non recensées. L’écart d’activité peut étre lié au fait que notre étude
porte sur des échantillons prélevés sur des personnes dgées et sur une région géographique.

La fabrication du standard NIST est fortement influencée par ’activité des os de
bovins (95%). La comparaison des activités de 2?°Ra et 2?8Th entre le standard NIST
et nos os de bovins indique qu’elles sont du méme ordre de grandeur.

Parmi les nombreux actinides, la biocinétique de 1'uranium chez ’animal et chez
'homme a été étudiée [109] [110]. L’uranium se présente sous forme d’oxyde U03 T et se
substitue au Ca™ & la surface de ’os minéral. La structure microscopique de ’os pour
les différentes espéces animales influence la diffusion en volume. Legget [109] distingue
I’os en compartiment cortical et spongieux et le divise en zone surfacique et volumique.
Dans nos échantillons, une analyse globale est réalisée sans distinction de types d’os et de
zone. L’uranium piégé dans le volume migre moins facilement vers les réseaux sanguins
et lymphatiques. Le rapport moyen entre 238U et 2?Ra est 4. Ces deux éléments pos-
sédent un comportement chimique différent. La consommation annuelle, tout continent
confondu, de 23U et de ?26Ra est 5,7 Bq et 22 Bq, par personne adulte. La quantité
absorbée de 226 Ra est environ quatre fois supérieure a 238U [108]. Ce rapport est inversé
dans les os. Ce phénomeéne résulte d’un comportement physiologique différent lié & la
nature chimique de I’élément [111]. La quantité restante de 2?°Ra est la conséquence
d’une intégration dans la matrice osseuse d’une partie de 2?6 Ra ingéré et emprisonné
plus en volume lors de la constitution de la matrice osseuse.
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12.3.1

Fémurs de bovins

12.3 Mesures sur des os d’animaux

Bovin 1 2 3 4 5
WK 16 £2 15+2 1442 11,5 %1 11£2
137Cs <0,15 <0,08 |0,16+£0,08 | <0,06 <0,1
238y <7 <4 <5 <3 <6
226 Ra 9,840,4 | 6,6+0,3 | 6,8+0,3 | 7,5+0,2 | 9,1+£0,4
228 Ra, 12,2+0,07 | 4,6 0,3 | 9,7+0,5 | 10,2+0,4 13+1
2281p, 3,4+0,3 | 1,3+0,2 | 2,44+0,2 | 2,94+0,1 | 3,1+0,2
Temps(h) 47,61 47,63 47,19 141,8 24,34
Poids(g) 15,18 21,84 23,66 21,91 16,33

TAB. 12.3 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes dans divers échantillons de fémurs de
bovins

40K dans les fémurs de bovins est constant avec une valeur moyenne de 13,6 Bq/kg.
La présence de 137C's n’est pas détectée sauf pour le bovin n°3. 238U est en dessous des
limites de détection.

Les teneurs en 226 Ra et 228 Ra sont trés proches et avoisinent la dizaine de Bq/kg. Les
éléments 222 Ra et 228Th, qui appartiennent a la famille du 232Th, possédent des périodes
radioactives respectives de 6,7 ans et 1,9 ans. 22 Ac noyau pére de 2?8T'h est complétement
désintégré au bout de quelques jours et 2?8Th se désintégre suivant sa propre loi. 22 Ra
et 22Th ont des périodes du méme ordre de grandeur et leurs activités sont liées. Un

équilibre de régime s’établit au sein des chaines naturelles. Dans I’hypothése ot ces

. ) ) . A228Th
deux éléments ont un comportement identique, le rapport expérimental R ™ 0,26

confirme que les échantillons sont jeunes de 'ordre de 1 & 2 ans.

12.3.2 Fémurs de porc

40K a une valeur 4 peu prés constante de 10 Bq/kg. Aucune présence de 37C's et
de 238U n’est constatée. Comme pour les bovins, les teneurs des deux isotopes 2?6 Ra et

228 Ra sont voisines. Ce phénomeéne est a relier au comportement chimique de ces isotopes
228

qui possédent le méme numéro atomique. Le rapport des activités 2‘22—8;}; ~ 0, 31 signifie
que les échantillons sont jeunes.

Mietelski [112] a mesuré l'activité d’actinides émetteurs alpha, notamment 228Th
dans des os d’animaux sauvages herbivores en Pologne. Les teneurs de ?2*Th chez des
sangliers sauvages sont trés similaires aux valeurs que nous avons obtenues ~ 0,3 Bq/kg.
Le cochon domestique et le sanglier sont des animaux mammiféres trés proches. La base
de leur régime alimentaire est cependant différente. La proximité des teneurs en 22Th
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Porc 1 2 3 4 5

WK 16 £2 841 10+1 9+1 10+1
187Cg < 0,06 < 0,08 < 0,04 < 0,07 < 0,04
28y <1 <41 <13 <18 <1

226 Rg 0,574+0,09 | 0,33+£0,09 | 0,46-0,05 | 0,48 +0,07 | 0,450, 04
228 Rqg 0,83+0,2 | 0,46+£0,1 | 0,8340,11 | 0,44:£0,0,1 | 0,6420,07
2287, 0,234+0,05 | 0,17+£0,04 | 0,2340,07 | 0,17 +0,04 | 0,2140,03

Temps(h) 47,17 46,57 47,01 70,14 70,33
Poids(g) 20 25,01 24,45 25,06 24,67

TAB. 12.4 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes dans divers échantillons de fémurs de
porcs

entre le porc domestique et le sanglier est peut étre une caractéristique propre de la
physiologie osseuse de ce type de mammifére, indépendemment de leur alimentation.

12.3.3 Fémurs d’ovins

Ovin 1

WOf 3242

er 0,01740,04

238U <1

226 Rq 2,6 +0,2

28 Ra 1,440,2

228p, 1,1+0,1
Temps(h) 111,26
Poids(g) 14,4

TAB. 12.5 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes dans un fémur d’ovin

La statistique concernant cet animal est faible, il est donc difficile de généraliser.
Aucune présence d’uranium. Une forte quantité de ‘K ( tableau 12.5) est présente, de
'ordre de 32 Bq/kg. Nous remarquons la présence de '37Cs. Les teneurs mesurées en
228Th dans des os de chevreuils polonais, animaux qui peuvent s’apparenter aux ovins,
sont proches du Bq/kg [112].
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Echantillons P2 P3 P1+P2+P3
Alliage Cr-Co-Mo Cr-Co-Mo TA6V
0K 0,14+0,05 | 0,23+0,06 < 0,35
50C0 0,38+0,05 | 0,65+0,05 < 0,014
1370 < 0,04 < 0,06 < 0,02
238y < 0,08 < 0,08 4,240,5
226 Rq, < 0,025 < 0,02 < 0,007
28 Ra < 0,021 < 0,03 0,15+0,05
28, < 0,008 < 0,015 0,1240,03
Temps(h) 139,4 190,1 191,1
Poids(g) 59,9 50 12,6

TAB. 12.6 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes dans diverses prothéses métalliques

12.4 Prothéses métalliques

Le tableau 12.6 donne les radioactivités des émetteurs + dans les prothéses de genou
pour plusieurs alliages. Les activités sont partout tres faibles. Les éléments radioactifs
présents dans les prothéses en Cr-Co-Mo, aux limites de détection prés, sont 0K et
60C0. 89Co de période T} s2 = 5,3 ans est la conséquence de I'absorption d’un neutron
par **Co qui est un élément stable. Les teneurs de ces deux éléments sont de I'ordre de la
centaine de mBq/kg. La teneur la plus élevée, celle de ®°Co, atteint 650 mBq/kg pour la
prothése P3. L'uranium 23U est détecté avec une valeur de 4,2 Bq/Kg. Le titane étant
trés propre d’un point de vue radioactif, il est fort possible que 'uranium soit amené par
Paluminium qui lui, en contient toujours [81]. Le thorium est présent dans cet alliage au
voisinage de la centaine de mBq/kg.

12.5 Corail

Le tableau 12.7 est le résultat de mesures d’activité de coraux de diverses prove-
nances. Les éléments 0K, 90Co et 137Cs ne sont pas détectés pour les trois coraux.
L’activité la plus importante est celle des éléments de la chaine de 238U, notamment
celle de 234Th avec des activités comprises entre 20 et 50 Bq/kg. Les éléments 2'4Pb
et 21 Bi possédent des activités identiques. Les périodes de ces éléments sont similaires
et de 'ordre de la vingtaine de minutes. Le corail des Antilles présente une activité au
niveau de la chaine 232Th avec les éléments 228 Ac, 212Pb, 28T de I'ordre du Bq/kg.
On note que tous les coraux contiennent 23°U d’activité comprise entre 1,3 Bq/kg et 1,6

Bq/kg.

La teneur en 23*Th (Chaine ?*3U), non observée dans les fémurs humains est ici
importante. Les activités des trois chaines radioactives naturelles dans ces coraux sont
identiques au moins pour 238U et 23°U. Une comparaison des radionucléides 234Th, 235U
présents dans les coraux que nous avons étudiés, avec ceux contenus dans divers crustacés
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Corail Polynésie Antilles Inoteb
0K <1,3 < 4,6 <1,3
60C0o 0,13 <0,2 <0,1
137Cs < 0,05 <0,2 <0,12
234Th 22+4 33+£5 48 + 4
214 pyp 0,4+0,1 2,3+0,2 1£0,15
214 g 0,44+0,1 2,3+0,2 1+0,15
228 Ac <0,4 1,3+0,4 <0,4
212 pp <0,1 0,940,2 <0,1
208777 <0,2 0,340,05 <0,15
2517 1,340,12 1,54+0,2 1,6+0,1
Temps(h) 22,5 10,5 71
Poids(g) 88 98 23,5

TAB. 12.7 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes dans divers échantillons de corail

28y, 20pp, 228T], 228Rg et du *°K, indique une différence au niveau des activités
et des éléments présents (chaine 232U 0K ...) [113]. Les coraux provenant de régions
géographiques différentes, ces observations sont & relier au comportement biologique du
corail. Ainsi les coraux ont la particularité de fixer des éléments radioactifs différents de
ceux observés chez d’autres animaux marins [114].

12.6 Hydroxyapatite et bioverre

L’hydroxyapatite (HAP) et le bioverre sont des biomatériaux de synthése. Concer-
nant le bioverre, le seul élément radioactif détecté est *° K avec une activité de 1,4 Bq/kg
environ (tableau 12.8).

L’HAP contient trois éléments de la chaine de 238U : 234Th, 214 Pp, 214 Bi. 1L'?35U pos-
séde une activité de 1 Bq/kg. Un aspect intéressant est la présence d’activités similaires
de ces éléments, entre HAP et le corail.

12.7 Comparaisons des radioactivités

Les mesures de radioactivité réalisées sur les fémurs humains sont considérées comme
référence afin d’examiner les possibilités de contamination radioactive par implantation
de biomatériaux naturels ou de synthése. Une comparaison est effectuée avec les fémurs
d’origine animale dans un premier temps, puis avec les autres biomatériaux : implants
métalliques, corail, hydroxyapatite et bioverre.

143



TAB. 12.8 — Activités en Bq/kg des radio-isotopes dans un échantillon d’hydroxyapatite
et de bioverre

12.7.1

La figure 12.1 donne les activités de ‘0K pour 'ensemble des fémurs analysés, re-
groupés par population. Ce graphe montre que les teneurs en K sont trés disparates
dans les os. Les porcins et les bovins ont une activité du méme ordre de grandeur en
40K L’ovin présente une activité supérieure d’un facteur 6,5 par rapport a I’humain et

Echantillons || Hydroxyapatite Bioverre
HAP BVA9
0K <1,7 1,36 + 0,02
0C0 < 0,16 <0,5
137Cs < 0,14 < 0,15
234p, 31+3 < 4,5
214 pp 0,58 £0,12 <0,5
214 By 0,58 +0,12 <0,5
228 A¢ <0,5 <0,9
212 pp <0,1 <0,5
208 < 0,03 <0,2
2507 14+0,1 <0,2
Temps(h) 23 41,7
Poids(g) 66,6 39,4

un facteur 3 par rapport au porcin et au bovin.

40

35

30

F1G. 12.1 — Activité de K en Bq/kg des fémurs humains, porcins, bovins et ovins

Comparaison des populations fémorales

humain
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La figure 12.2 donne les activités de 22° Ra (chaine du 2**U pour I’ensemble des fémurs
analysés). Il n’y a aucune trace de 2?6 Ra chez ’homme. Le porc a une activité constante
en 226 Ra, sa valeur moyenne est 0,45 Bq/kg. Le bovin présente de grandes variations
d’activité en 2?6 Ra : la valeur moyenne du bovin se situe autour de 8 Bq/kg.

12

Bgskg
o

humain porc bovin ovin
FIG. 12.2 — Activité de 226 Ra en Bq/kg des fémurs humains, porcins, bovins et ovins

La figure 12.3 compare les activités de ?2® Ra. Comme pour 226 Ra, les fémurs de bo-
vins possédent 'activité la plus élevée en 222 Ra comparativement au porc et & 'humain.
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FIG. 12.3 — Activité du 222 Ra en Bq/kg des fémurs humains, porcins, bovins et ovins

Certaines études ont été menées afin de comparer la radioactivité sur diverses popu-
lations animales [112] [115] [116] [114] [113]. Mieteslki [112] en étudiant la radioactivité
contenue dans les os de cerf, d’élan, de chevreuil et de sanglier montre que des disparités
d’activité d’un élément donné, existent au sein d’'une méme population. La présence de
traces de 230Th et de 232Th chez certains sangliers ainsi que 1’écart d’activite du 22Th
par rapport aux ruminants (cerf, élan, chevreuil) apparaissent comme une différence de
comportement alimentaire. Dans le cadre de notre étude, 'activité (figure 12.4) du 228Th
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est effectivement plus élevée chez le bovin que chez le porc ou I’humain.

humain porc bovin ovin
FIG. 12.4 — Activité du 228Th en Bq/kg des fémurs humains, porcins, bovins et ovins

Linsalata [115] a étudié I’activité de certains tissus chez des animaux de ferme dans
un contexte de haute radioactivité naturelle au Bresil. Quelle que soit I'espéce, les plus
grandes activités sont obtenues pour Ra, suivi de U , puis du Th. L’activité dans les os
est trois fois supérieure a celle des muscles. Les activités sont difficilement comparables
A nos activités car elles sont exprimées par quantité de matiére fraiche et non séche. L’os
est effectivement un organe de rétention des éléments radioactifs et des terres rares.

En ce qui concerne les os d’animaux, on observe une radioactivité plus forte chez le
bovin que chez ’humain pour ??°Ra et 2?® Ra. Les teneurs de ces éléments sont voisines
pour les porcins et les ovins. L’activité du ‘K chez 1'ovin est la plus élevée parmi les
différentes populations. Elle est voisine pour les fémurs humains, porcins et bovins. La
radioactivité générale est voisine entre les fémurs porcins et humains.

12.7.2 Comparaison avec les matériaux de synthése et le corail

La comparaison du corail avec les fémurs humains indique que les éléments radioactifs
présents ne sont pas les mémes. Le corail contient du 2>4Th non détecté ou bien d’activité
tres faible chez I’humain. L’activité de cet élément est plus grande d’un facteur 2 & 10 par
rapport a I’élément le plus radioactif dans I’os humain, le ° K. D’autres éléments comme
214 pp 214 B4 2357 sont présents dans le corail mais pas chez ’humain, une pollution par
le 222 Rn n’est pas & exclure pour les deux premiers éléments. Leur activité est proche des
actinides secondaires (238U, 228 Ra) contenus dans 1’os humain. Le méme comportement
est constaté avec '’hydroxyapatite.

Le seul élément radioactif présent dans le bioverre est K. Son activité est plus faible
que dans les fémurs humains.

La teneur moyenne de “°K pour les quatre fémurs analysés est de 4,85 +0,6 Bq/Kg
et celle des deux alliages en Cr-Co-Mo est de 0,185 + 0,055 Bq/Kg. L’activité de 9K
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représente 3,8 % de lactivité des fémurs humains. La teneur en °°Co dans 'alliage Cr-Co-
Mo est plus importante que dans les fémurs humains puisque ces derniers n’en possédent
pas. Les activités moyennes de 238U et de 22°Ra sont 0,87 4+ 0,35 Bq/kg et 0,22 4 0, 04
dans les os humains. La teneur en 2**U dans D'alliage titane est 4,5 fois plus importante
mais 1'élément fils 22 Ra n’est pas détecté. Les teneurs, dans le méme alliage, en ??8 Ra
et 228Th sont supérieures a celles de 'homme puisque non détectées chez ce dernier.

12.7.3 Bilan de toxicologie radioactive

La comparaison des activités de 40K, 22 Ra et 2 Ra au niveau des fémurs, montre
des écarts liés aux comportements alimentaire, physiologique ou digestif des différents
mamimiféres.

Le corail ne contient pas les mémes radio isotopes détectés dans les fémurs. Les élé-
ments détectés dans les coraux (235U, 234Th) existent aussi dans HAP. 4°K est le seul
élément radioactif détecté dans le bioverre.

Une quantité de 233U de plusieurs Bq/kg est présente dans 'alliage & base de titane,
teneur liée au processus de fabrication. Les alliages de Cr-Co-Mo ont des teneurs 10
fois inférieures aux fémurs humains en 0K . Le 9°Co de I’alliage Cr-Co-Mo est d’origine
cosmogénique.

Parmi tous nos biomatériaux de synthése, le bioverre présente la plus faible acti-
vité, suivi des prothéses métalliques et de HAP. A titre d’exemple, nous avons vu que
le TA6V présente une activité supérieure en 238U que dans les fémurs humains. La dose
moyenne regue par le corps humain, provenant des expositions naturelles (rayonnements
cosmiques, éléments radioactifs naturels dans 'environnment et le corps) est de 2,5 mSv
par an. La dose supplémentaire maximale admissible dans ’organisme en profondeur est
1 mSv par an pour le public. L’ingestion moyenne par an de 23U chez une personne
adulte est de 5,7 Bq. Elle contribue a une dose effective de 0,25 pSv par an sur l’en-
semble de la dose totale recue [108]. La mise en place d’une prothése de 12 g de TA6V
d’activité 0,05 Bq, assimilée & une ingestion supplémentaire d’un point de vue de I’en-
semble de l'organisme, apporte une dose effective supplémentaire de 0,0022 pSv. Cette
valeur représente une augmentation de moins de 1% par rapport a la dose provenant de
I'ingestion naturelle de 23%U.

Parmi les biomatériaux naturels, les os de bovins présentent une activité supérieure
a celles des humains. Le corail possede une activité plus élevée de maniére générale par
rapport aux fémurs de références bien que les éléments radioactifs soient différents. Dans
I’hypothése d’une assimilation supplémentaire répartie de fagon homogéne dans 'orga-
nisme, un implant de corail de 90 g d’activité 0,144 Bq en 25U, délivre une dose effective
de 6,8.1073 pSv supplémentaire, par rapport a la dose annuelle de 23°U, voisine de 0,012
wSv [108]. Bien que les doses calculées a partir des coefficients de dose effective lors de
I'ingestion, soient sous estimées, nous sommes loin des doses maximales admissibles sur
I’ensemble du corps humain.
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Conclusion générale
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Nos analyses donnent des informations sur le comportement migratoire et la nature
des débris métalliques dans le tissu capsulaire du genou, en provenance de prothéses
unicompartimentales. A ces travaux situés en aval dans la chaine des biomatériaux im-
plantés, s’ajoutent des mesures de radioactivité afin de déceler une nocivité possible des
matériaux fabriqués en amont avant I’implantation.

Les tissus biologiques per-opératoires, métallosés, sont analysés a 1’aide de méthodes
complémentaires : PIXE et STEM-EDXS. La méthode nucléaire PIXE, de grande sensibi-
lité, nous a permis d’obtenir des informations sur le comportement des débris métalliques
a I’échelle micrométrique dans le tissu. La sonde électronique STEM-EDXS caractérise
les grains d’alliage & 1’échelle nanométrique. Les tissus sont prélevés au niveau supérieur
de l'articulation du genou et se scindent en deux catégories.

La premiére reliée a des implants métalliques exclusivement en titane, et dont la par-
tie fixée au fémur a subi un traitement surfacique avec implantation ionique a l'azote,
présente la plus faible contamination par rapport a ’ensemble des échantillons. Un ex-
cés de Ti par rapport & V lorsque celui-ci est accessible & la mesure PIXE indique que
les débris existent sous forme de produits de corrosion. Localement, des rapports de
concentration Ti/V proches de D'alliage indiquent la présence de grains métalliques. I1
est impossible d’affirmer si les débris sont le résultat d’une corrosion de I'implant, d’une
usure mécanique ou bien d’une association des deux. Ils peuvent aussi résulter de leur
dégradation par les cellules. Les macrophages et les cellules géantes peuvent phagocyter
certains débris, l'acidité régnante a l'intérieur de la cellule dissoud ces grains de métal
et & la mort cellulaire les ions métalliques sont libérés dans le tissu.

Une corrélation entre le type de prothése et la teneur en éléments métalliques est
observable.

La seconde catégorie d’échantillons est associée a un couple métal-métal du type
Cr-Co-Mo et TAGV, séparé par une plaque en polyéthyléne. Une usure mécanique est
visualisée sur certains implants, la teneur en débris dans le tissu est directement reliée
aux propriétés mécaniques des différents matériaux de la prothése. Une usure préma-
turée de la plague UHMWPE provoque un contact et une usure mécanique entre les
deux parties métalliques. Le TA6V, moins dur est plus friable. Il génére une plus grande
quantité de débris que 'alliage Cr-Co-Mo, matériau encore plus dur et abrasif. Des dé-
bris de polyéthyléne de grandes dimensions et en grande quantité sont présents sur les
clichés histologiques. Un frottement entre les implants et ’os d’ancrage peut étre aussi
a Dorigine de 'usure des matériaux. Ces débris d’usure migrent dans toute Iarticulation
et pénétrent a 'intérieur du tissu sur plusieurs mm.

La migration des débris dans le tissu capsulaire voisin de ’articulation est trés hétéro-
géne aussi bien en surface, qu’au voisinage de la membrane synoviale, et qu’en profondeur
dans le tissu. La teneur d’un méme élément métallique (Ti par exemple) varie souvent
d’un facteur 10, voir 100 sur une zone d’un méme tissu. Suivant la teneur initiale en sur-
face, la profondeur de migration des débris évolue. Une forte contamination se propage
sur plusieurs mm avec une décroissance au fur et & mesure que ’on pénétre le tissu. Au
sein d’un échantillon, des écarts de migration sont constatés, les zones les plus polluées
étant les plus profondes. Ces phénoménes sont dépendants des fonctions biologiques de
la membrane capsulaire et synoviale.
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Les débris présents majoritairement dans 3 échantillons les plus pollués sont en TA6V.
Un rapport compris entre 100 et 200 existe entre les débris issus de cet alliage et ceux a
base de Cr-Co-Mo, teneurs liées aux propriétés mécaniques et d’usure de ces matériaux.
Au niveau des profils réalisés, les grains appartenant aux deux types d’alliages migrent
de la méme maniére dans le tissu.

Le tissu fibreux, situé en surface du tissu capsulaire, remplit son role d’interposition
mécanique en contenant les débris. Les plus gros grains sont encapsulés dans ce tissu
fibreux, les plus petits migrent au travers pour atteindre des cellules géantes ou ma-
crophages qui les phagocytent. Les produits acides, présents a l'intérieur de la cellule,
détruisent la couche de passivation des grains métalliques, et dans certains cas une dis-
solution compléte peut avoir lieu. Lorsque la cellule meurt, elle se brise et libére des
ions ou des fragments de débris plus petits. Ces derniers se répartissent de maniére plus
homogeéne ou diffuse dans le tissu, du fait de leur taille réduite qui facilite leur mobilité
a travers le tissu dense et scléreux.

Les débris de TAGV sont trés stables chimiquement quelle que soit la zone moyenne
d’analyse. Cependant, lorsqu’on s’intéresse a certains débris métalliques, un excés d’alu-
minium par rapport au vanadium indique la présence de la phase a majoritairement. La
phase [ est soit inexistante initialement dans la prothése, soit minoritaire et masquée
par la phase «. Elle peut aussi se dissoudre plus rapidement que la phase « .

Le comportement des débris de Cr-Co-Mo confirme la dissolution et la passivation
des grains par les cellules avec une modification de la stoechiométrie de I'alliage initial,
le Cr crée une couche de passivation au niveau du débris.

Une combinaison d’analyse par PIXE et histologie sur des coupes adjacentes corréle
des informations entre les débris métalliques et les réponses biologiques sur le volume des
coupes associées. La difficulté est un repérage précis correspondant aux zones similaires
sur les deux coupes; il nous est apparu nécessaire de réaliser les deux méthodes sur une
seule et méme coupe. La mise en place d’un protocole, associant ces deux méthodes di-
rectement sur cible mince, en respectant une chronologie d’analyse en vue d’éliminer les
interférences, s’est avérée fructueuse. Il est possible de déterminer la nature, la taille, la
quantité de débris métalliques et la réponse du tissu dans lequel ils se trouvent. Dans un
premier temps, des cartographies élémentaires et des mesures de concentrations métal-
liques a ’aide de la méthode PIXE sont effectuées sur cible mince. Ensuite cette méme
cible est colorée au bleu de toluidine afin observer au microscope optique le tissu biolo-
gique. La principale réponse est la constitution d’un tissu scléreux dense, généralement
induit par une activité macrophagique provoquée par les corps étrangers.

Le contexte de nos échantillons fortement métallosés en grains & base de titane, mais
relativement bien tolérés et induisant des réponses favorables de I'organisme, peuvent en-
gendrer des réactions inflammatoires, lorsque la quantité de débris est importante. Notre
méthode indique que les fortes quantités de débris en TA6V sont liées & une matrice
collagénique et macrophagique.

Les mesures de radioactivité résiduelle de biomatériaux naturels et synthétiques
montrent qu’ils ne présentent pas de toxicité radioactive pour l'organisme. Au-dela
de ces mesures, des informations supplémentaires sont obtenues. Des écarts d’activi-
tés entre les fémurs des différentes espéces sont liés aux comportements alimentaires
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ou physiologiques des différents mammiféres. Le corail ne contient pas les mémes élé-
ments radioactifs. En ce qui concerne les matériaux de synthése, leur activité ainsi que
les éléments détectés sont liés & leur processus de fabrication. La mesure des radioac-
tivités résiduelles des biomatériaux nécessite une grande sensibilité. L’utilisation d’un
spectromeétre v ultra bas bruit de fond (Laboratoire Souterrain de Modane ) a permis de

détecter les principaux éléments radioactifs des biomatériaux présents a I’état de traces :
40 7 226 228 > 238 77235 17 234 ) 60
K,**°® Ra,”*® Ra,>>° U U>*Th,”" Co ...

De maniére générale, il serait préférable d’améliorer la statistique mais la disponibi-
lité des sites de mesure est limitée.

Perpectives

La corrélation PIXE-Histologie peut connaitre certaines améliorations. Une épaisseur
de coupes des cibles encore plus mince peut étre obtenue sur des tissus moins contaminés
en débris métalliques. En effet, ces hautes teneurs fragilisent la coupe et provoquent sa
détérioration. Une diminution de ’épaisseur entraine une diminution du dépot de 1’éner-
gie et favorise une meilleure pénétration du colorant. La PIXE atteint des sensibilités de
I'ordre du ppm sur certaines matrices biologiques. Dans le cadre de contamination plus
faible que nos échantillons, mais présentant de plus grandes pathologies, cette méthode
peut corréler des informations entre les teneurs métalliques faibles et des réactions biolo-
giques plus virulentes & I’échelle cellulaire. Une faible teneur contraint & des temps d’ac-
quisition plus longs, il est donc nécessaire d’évaluer la tenue de la coupe et sa coloration
selon les différentes conditions expérimentales et le contexte biologique de contamination.

Les observations qui découlent de nos travaux indiquent que les débris & base de titane
sont constitués majoritairement de phase «. Suivant le processus thermo-mécanique de
fabrication et de traitement ou de conformation, la structure microscopique de l'alliage
TAG6V change. En raison de ’aspect microstructural des phases « et 3, les conditions
de traitement modifient la forme des grains des deux phases mais aussi leur répartition,
leur dimension et pour la phase 8 sa présence au sein de l'alliage. Des travaux en cours
de réalisation sur 'alliage TAG6V des plateaux tibiaux repris vont révéler les phases pré-
sentes et leur microstructure. Ces renseignements, associés & nos résultats, orienteront
les interprétations sur la présence uniquement de la phase o dans les tissus contaminés.

Dans le cas d’une coexistence au niveau de I’alliage des deux phases, la disparition de
la phase (3 dans le tissu biologique (dissolution) discrédite les débris provenant de l'alliage
TAGV et du titane réputés pour posséder une grande stabilité chimique. La dissolution
de la phase 3 contenant du vanadium peut engendrer des problémes de toxicité.

Les particules métalliques ne possédent pas le méme comportement vis a vis de la
dissolution ou de leur stabilité chimique selon leur date d’arrivée dans le tissu et si elles
ont déja été corrodées. Une étude in wvitro sur des débris artificiels et naturels en contact
de cellules macrophages dans le but d’observer la dissolution remettrait en cause la sta-
bilité apparente de cet alliage. Elle donnerait en outre une indication sur une dissolution
préférentielle et sur une corrosion de grain ou de joint.

153



Nous avons mesuré et caractérisé 1’état de contamination de 5 patients ayant subi
une reprise de prothése défaillante. Certains échantillons sont excessivement pollués au
niveau de 'articulation. Un suivi médical, a ’aide de mesures des teneurs en éléments
métalliques dans le sang et l'urine, permettrait d’évaluer la contamination générale de
l'organisme, directement corrélée & celle du genou.
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RESUME :

Les implants utilisés comme biomatériaux sont fonctionnels, biocompatibles et certains bio-actifs. Il existe
quatre familles de biomatériaux: les métaux et alliages, les céramiques, les polymeres et les matériaux naturels.
Des phénomenes d’usures (corrosion, frottement) générent des débris dans I’organisme. Ces débris engendrent
différents problémes: toxicité, réactions inflammatoires, descellements prothétiques par lyse osseuse. Nature,
taille, morphologie, quantité des débris sont des paramétres qui influencent les réactions biologiques susceptibles
de se produire.

Nous avons caractérisé la contamination métallique (migration, comportement in vivo, quantité, taille et nature
des débris) provenant des prothéses de genou au niveau du tissu capsulaire voisin. Les méthodes PIXE-RBS et
STEM-EDXS, principalement employées, sont des outils complémentaires.

Les débris sont répartis de fagcon hétérogene dans I’articulation du genou. Ils migrent sur plusieurs milliers de
pm en profondeur. Pour les échantillons fortement pollués, les débris sont des grains d’alliages de dimension de
I’ordre du um (PIXE). Les rapports massiques in vivo confirment la stabilité chimique des grains de TA6V et
I’évolution des grains de CrCoMo. Une étude a I’échelle nanométrique (STEM-EDXS) montre une dissolution
de grains de TA6V (um) en de plus petits (nm). Localement la présence de grains de phase o indiquerait une
dissolution préférentielle de la phase B (joint de grain) avec largage de Al et de V éléments carcinogenes et
toxiques.

Le développement d’un protocole PIXE-histologie en cible mince, corréle une analyse PIXE et histologique sur
une méme zone. Ce protocole informe sur les pathologies liées aux contaminations métalliques, méme si leur
teneur est de I’ordre du pg/g, grace a la sensibilité de la méthode PIXE.

De plus I’innocuité vis a vis de la radioactivité de plusieurs biomatériaux naturels ou synthétiques est établie, a
I’aide de systeme de détection vy ultra bas bruit de fond.

Mots clés : prothese, biomatériaux, alliage TAG6V, alliage CrCoMo, usure, débris métalliques, ultra faible
radioactivité, PIXE-RBS, STEM-EDXS.

ABSTRACT:

Implants used as biomaterials fulfill conditions of functionality, compatibility and occasionally bio-activity.
There are four main families of biomaterials: metals and metal alloys, polymers, bioceramics and natural
materials. Because of corrosion and friction in the human body, implants generate debris. These debris develop
different problems: toxicity, inflammatory reactions, prosthetic unsealing by osseous dissolution. Nature, size,
morphology and amount of debris are the parameters which have an influence on tissue response.

We characterize metallic contamination coming from knee prosthesis into surrounding capsular tissue by depth
migration, in vivo behaviours, content, size and nature of debris. The PIXE-RBS and STEM-EDXS methods,
that we used, are complementary, especially about characterization scale.

Debris contamination distributed in the whole articulation is very heterogeneous. Debris migrate on several
thousands pm in tissue. Solid metallic particles, ~ um, are found in the most polluted samples, for both kinds of
alloys TA6V and CrCoMo. In the mean volume analysed by PIXE, the in vivo mass ratios [Ti]/[V] and [Co]/[Cr]
confirm the chemical stability of TA6V debris and chemical evolution of CrCoMo debris. Complementary
measures of TAGV grains, on a nanometric scale by STEM-EDXS, show a dissolution of coarse grain (~ pm) in
smaller grains (~ nm). Locally, TA6V grains of o phase are detected and could indicate a preferential dissolution
of B phase (grain boundaries) with dropping of Al and V, both toxic and carcinogenic elements.

A thin target protocol development correlates PIXE and histological analysis on the same zone. This protocol
allows to locate other pathologies in relationship with weaker metal contamination, ~ pg/g, thanks to the great
sensitivity of PIXE method.

Harmlessness with respect to the residual radioactivity of several natural or synthetic biomaterials is established,
using ultra low background noise y detection system.

Keywords : prostheses, biomaterials, TA6V alloy, CrCoMo alloy, wear, metallic debris, ultra low radioactivity,
PIXE-RBS, STEM-EDXS



