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Reésumeé

Depuis I’avenement de 1’¢ére industrielle, la société et notre rapport a 1’environnement ont
totalement été bouleversés. Au XIXe siécle, Flora Tristan écrit « A Londres, on respire la
tristesse ; elle est dans 1’air, elle entre par tous les pores. Ah ! Rien de plus lugubre, de plus
spasmodique, que I’aspect de cette ville par un jour de brouillard, de pluie et de froid noir. »,
pour décrire les paysages encrassés de suie alors que 1’exploitation du charbon dans les bassins
industriels britanniques bat son plein. Aujourd’hui le charbon est remplacé par des choses bien
plus invisibles mais tout autant dangereuses : les pesticides, les particules ultra fines, les ondes
¢lectromagnétiques, les perturbateurs endocriniens etc. L’ensemble de ces facteurs auxquels
nous sommes exposé€s quotidiennement est appelé I’exposome. Les inquiétudes se font
grandissantes, a juste titre, quant a ces nouvelles technologies rapidement utilisées dans les
procédés industriels et dans les produits de grande consommation sans que des études sur le
long terme n’aient été réalisées. En plus de cela, I’impact de ces agents est généralement évalué
pour une exposition unique, sans considérer la réalité d’un exposome beaucoup plus complexe.

Dans ce cadre, 1’objet de cette these porte sur I’étude d’une co-exposition de cellules humaines
aux ondes radiofréquences et aux nanomatériaux pour déterminer les potentiels effets cocktails
qui pourraient survenir lorsqu’une cellule est exposée simultanément a ces deux agents. Par
exemple ils pourraient étre cumulatifs, antagonistes, synergiques ou encore sans impact.

Les nanomatériaux sont utilisés dans tous les domaines, allant de 1’alimentaire au cosmétique
en passant par 1’électronique. Leur toxicité est de mieux en mieux documentée, et les
réglementations a leur égards plus strictes au fil des ans. La France a par exemple interdit
I’utilisation de I’additif alimentaire E171 (dioxyde de titane) en 2020.

Quant aux ondes radiofréquences, on les retrouve dans les protocoles de communication
Bluetooth, téléphonie 4G et 5G, Wi-Fi, domotique, antennes relais etc. Les débats concernant
leur dangerosité sont toujours d’actualité, et les conclusions d’études toxicologiques restent
contradictoires. Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) de ’OMS a classé
les ondes radiofréquences comme possiblement cancérigene en 2011 et n’a pas changé sa ligne
depuis.

Dans cette theése seront abordées dans un premier temps les caractérisations des nanomatériaux
sélectionnés (plusieurs oxydes métalliques, métaux, nanotubes de carbone), suivies de
I'évaluation de leur toxicité sur des mod¢les cellulaires pertinents pour notre étude.

Par la suite nous détaillerons le systéme que nous avons développé pour 1’exposition aux ondes
radiofréquences a 2,45 GHz (bande de fréquence utilisée pour les communications sans fil de
type Bluetooth, téléphonie ou Wifi). Ce systeme fonctionne en champ proche et permet
d’éclairer de multiples échantillons biologiques contenus dans des plaques a puits. Sa
caractérisation ainsi que sa dosimétrie seront ensuite données dans le contexte de notre étude.

Enfin, nous analyserons les résultats obtenus lors de la co-exposition aux nanomatériaux et aux
ondes radiofréquences sur les modeles cellulaires choisis, en faisant varier la nature et la
concentration des nanomatériaux ainsi que la puissance des ondes émises.



Abstract

Since the advent of the industrial era, society and our relationship with the environment have
been completely disrupted. In the 19th century, Flora Tristan wrote, “In London, one breathes
sadness; it is in the air, it enters through every pore. Ah! Nothing more dismal, more spasmodic,
than the appearance of this city on a day of fog, rain, and black cold,"” to describe the soot-laden
landscapes as coal exploitation in British industrial basins was in full swing. Today, coal has
been replaced by things much more invisible but still dangerous: pesticides, ultra-fine particles,
electromagnetic waves, endocrine disruptors, etc. The combination of these factors to which we
are exposed daily is referred to as the exposome. Concerns are growing, rightly so, about these
new technologies rapidly used in industrial processes and consumer products without long-term
studies having been conducted. In addition, the impact of these agents is generally assessed for
a single exposure, without considering the reality of a much more complex exposome.

In this context, the object of this thesis is the study of co-exposure of human cells to
radiofrequency waves and nanomaterials to determine the potential cocktail effects that may
occur when a cell is simultaneously exposed to these two agents. For example, they could be
cumulative, antagonistic, synergistic, or without any impact. Nanomaterials are used in all
fields, ranging from food and cosmetics to electronics. Their toxicity is becoming better
documented, and regulations regarding them are stricter over the years. For example, France
banned the use of the food additive E171 (titanium dioxide) in 2020.

As for radiofrequency waves, they are found in Bluetooth communication protocols, 4G and
5G telephony, Wi-Fi, home automation, relay antennas, etc. Debates regarding their
harmfulness are still ongoing, and toxicological study conclusions remain contradictory. The
International Agency for Research on Cancer (IARC) of the World Health Organization (WHO)
classified radiofrequency waves as possibly carcinogenic in 2011 and has not changed its stance
since.

In this thesis, the characterizations of the selected nanomaterials (various metal oxides, metals,
carbon nanotubes) will first be discussed, followed by the evaluation of their toxicity on cell
models relevant to our study. Subsequently, we will detail the system we have developed for
exposure to 2.45 GHz radiofrequency waves (frequency band used for Bluetooth, telephony, or
Wi-Fi wireless communications). This system operates in the near field and illuminates multiple
biological samples contained in well plates. Its characterization and dosimetry will then be
provided in the context of our study. Finally, we will analyze the results obtained during the co-
exposure to nanomaterials and radiofrequency waves on the chosen cell models, varying the
nature and concentration of nanomaterials as well as the power of the emitted waves.



Introduction génerale

Notre santé est largement dépendante de nos expositions quotidiennes aux facteurs
environnementaux. L’eau que nous buvons, la nourriture que nous mangeons, 1’air que 1’on
respire, ’endroit ou nous habitons, les bactéries et virus que nous rencontrons, ou encore nos
interactions sociales. On appelle exposome 1’ensemble de tous ces facteurs non génétiques
auxquels est soumis un individu par son environnement quotidien et passé. [1]-[3] Il est tres
important de se rendre compte que 1’exposome auquel nous avons été confronté étant feetus,
enfant ou adolescent peut jouer un role sur les maladies que nous développerons plus tard.
Certaines périodes de notre vie sont particulierement étudiées, on les appelle fenétres
d’expositions : la grossesse, la petite enfance, la puberté et le travail. [4] Ce sont les contextes
ou il faut étre le plus vigilant aux facteurs environnementaux.

Historiquement on a associ¢ les maladies chroniques comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires, affections respiratoires ou le diabéte a des prédispositions génétiques.
Aujourd’hui on se rend compte que cette hypothése est limitée.

Prenons le cas des maladies cardiovasculaires, soit environ 530 millions de personnes affectées
dans le monde et 90 millions de déces en 2019. Les avancées scientifiques récentes nous ont
permis de déterminer que les facteurs génétiques étaient responsables d’environ 20% de ces
maladies. Ce sont donc des facteurs extérieurs provenant de notre exposome qui seraient
responsables des 80% restant. On peut par exemple citer les comportements sédentaires,
I’obésité, le tabagisme qui sont liés au mode de vie de I’individu mais aussi la pollution de 1’air,
I’exposition aux métaux lourds ou le stress qui proviennent de I’environnement extérieur. [5],

[6]

Aujourd’hui on estime que 70% a 90% des maladies chroniques seraient imputées aux facteurs
environnementaux. Elles sont définies comme multifactorielles. [7]

Finalement avec cette notion d’exposome émerge 1’idée que la maladie d’une personne est le
produit de son histoire individuelle avec la superposition des expositions environnementales et
de sa susceptibilité génétique.

Si I’on considére les espéces chimiques de notre environnement, on estime notre exposition a
I’heure actuelle en Europe a preés de 100 000 molécules différentes. On connait en détail les
effets toxiques de 500 d’entre elles, et environ 30 000 pour lesquelles nous avons des données,
ce qui signifie que nous ne connaissons pas les impacts sanitaires d’environ 70% des molécules
auxquelles nous pouvons étre exposés. Le probléme de 1’exposome est que c’est une variable
dynamique, qui évolue dans le temps et il est difficile de retracer I’exposome complet d’un
individu. Autre probléme, pour corréler une combinaison d’exposition a un probléme sanitaire
il faudrait une puissance statistique énorme et des dizaines de milliers de patients.

De plus, le principal probléme est que ces facteurs interagissent entre eux. On parle alors d’effet
cocktail. Depuis peu, on commence a s’intéresser a ces combinaisons de facteurs, s’ils ont des
effets cumulatifs, antagonistes, synergiques ou bien aucune interaction.

Nous nous sommes particuliérement intéressés a des co-expositions faisant intervenir deux
facteurs physiques auxquels nous sommes tous soumis, les ondes électromagnétiques et les
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nanomatériaux (NM). Les analyses toxicologiques ou comportementales de co-expositions sont
assez récentes. La littérature associée est tres limitée, pour ne pas dire quasi inexistante.

Plusieurs études se sont intéressées a une co-exposition entre ondes radiofréquences et un autre
facteur, toxique ou non. Les modes d’application des ondes radiofréquences varient beaucoup
d’une étude a une autre. Les fréquences étudiées sont comprises généralement autour de 800
MHz jusqu’a 2GHz pour cadrer avec les standards de la téléphonie mobile, et il arrive que des
¢tudes soient réalisées a plus hautes fréquences, soit a plusieurs dizaines de GHz. Les
modulations appliquées peuvent étre en mode continu ou avec les protocoles de communication
courant (LTE, WCMA, GSM etc.). Les puissances restent faibles, généralement en dessous
avec des débits d’absorption spécifiques inférieurs ou égaux a 2W/kg, seuil autorisé pour le
grand public, ce qui conforte I’idée d’une exposition réelle, en dessous des réglementations
européennes.

Il faut distinguer cependant les études menées sur des cellules, soit in vitro, de celles utilisant
des mod¢les animaux comme des rats ou des souris, dites in vivo. Elles différent principalement
par les durées d’expositions appliquées, qui ne sont pas du méme ordre de grandeur avec
quelques heures a 3 jours pour les cellules contre des semaines a des mois et méme années pour
les études in vivo. Les modeles cellulaires sont variables selon les études, certains proviennent
de lignées immortalisées tandis que d’autres sont des cellules primaires.

Le co-exposant associ¢ aux ondes RF est généralement un agent chimique (molécules,
particules) ou physique (rayonnement, bruit).

D’un point de vue biologique, les effets recherchés sont tres variés et dépendent principalement
de I’expertise des équipes menant 1’étude. On retrouve majoritairement des tests biologiques
visant a évaluer I’apparition d’espéces réactives oxidantes (ROS) par de multiples méthodes.
D’autres se concentrent sur les dommages causés a I’ADN par ’apparition de micronuclei ou
de ruptures de brins. La majorité des études n’ont pas montré a ce jour une corrélation entre
application aux ondes radiofréquences et dommages a I’ADN. En revanche, certains agents de
co-exposition comme les rayons X en provoque, d’ou I’intérét d’évaluer cet aspect.

Enfin, un parameétre important a nos yeux est la manicre de réaliser 1’exposition, c’est-a-dire le
protocole d’exposition aux agents investigués. Certaines ¢tudes appliquent les ondes RF en
amont, puis ajoutent le deuxiéme agent tandis que d’autres font I’inverse. On retrouve aussi des
expositions en simultané aux deux agents, ou de maniere alternée et cyclique. Les conclusions
de ces études sont trés différentes. 6 ne montrent aucune interaction entre les deux agents. [8]—
[13] 1 seule montre clairement un effet cumulatif des deux agents lorsqu’ils sont appliqués de
maniére combinée. [14] Enfin 5 études démontrent un effet protecteur des ondes RF. [15]-[19]
Dans ces 5 études, 1’exposition RF est réalisée avant 1’application de la condition toxique. Le
mécanisme de défense rentrant en jeu est connu. On peut retrouver cet effet protecteur lorsque
des cellules sont stressées par un agent chimique a trés faible concentration par exemple. Cela
produit un effet de stress qui augmente le métabolisme cellulaire et prépare la cellule a
I’exposition d’une condition toxique. Ces résultats sont intéressants, particuli¢rement pour les
effets protecteurs des ondes RF. En revanche dans notre modé¢le, nous cherchons & mimer un
environnement quotidien ou les deux agents agissent simultanément.

Comme mentionné précédemment, comparativement aux études liées a I’impact des ondes
¢lectromagnétiques appliquées seules sur un organisme vivant, la thématique de co-exposition
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des ondes ¢lectromagnétiques avec un autre agent chimique ou physique n’intégre pas encore
beaucoup d’investigations. Dans notre cas, nous nous sommes donc intéressés en particulier a
la co-exposition de deux agents bien connus de tous : les ondes radiofréquences que 1’on
retrouve dans les protocoles de communication sans fil et les nanoparticules, largement utilisées
dans I’industrie textile, alimentaire ou cosmétique. Cette étude est réalisée dans un contexte in
vitro, sur différents mod¢les cellulaires ciblés, pertinents compte tenu d’une exposition réelle.
Dans la littérature, 1’étude des potentiels effets toxiques provoqués par 1’exposition d’ondes
radiofréquences et des nanomatériaux choisis est inexistante. Ces travaux ont été réalisés dans
le cadre d’un projet financé par I’Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail, I’ANSES, dont I’acronyme est NANOWAVE.

Le premier chapitre précisera ce qu’est un nanomatériau (NM), pourquoi ils sont aussi
largement utilisés aujourd’hui dans la recherche ou I’industrie et par quels moyens nous
sommes exposés dans notre vie quotidienne aux nanomatériaux sélectionnés. Puis, nous nous
intéresserons aux différentes caractérisations des échantillons de nanomatériaux, nécessaires a
toute étude toxicologique. Enfin je détaillerai le protocole de préparation des échantillons pour
une exposition sur des modeles cellulaires.

Le deuxieme chapitre se concentre sur le systéme d’exposition aux ondes radiofréquences que
nous avons développé, a savoir la configuration choisie, la dosimétrie numérique et
expérimentale ainsi que les enjeux et problématiques que nous avons rencontrés et sur lesquels
nous travaillons encore.

Le troisieme chapitre se divise en deux thémes. Le premier correspond a 1’objet principal de
ces travaux de thése, a savoir les résultats de la co-exposition d’ondes RF et NM sur les modeles
cellulaires sélectionnés pour différentes conditions d’exposition. L’autre partie est une étude
est une ¢étude annexe que j’ai réalisée sur la caractérisation de NM par spectroscopie
di¢lectrique. L’objectif est de déterminer une concentration inconnue en nanoparticules dans
une matrice organique par leurs propriétés di¢lectriques.

13



Table des tableaux

Tableau 1: Degré de toxicité des échantillons utilisés d’apres différentes études analysées................. 29
Tableau 2: Niveau de dangerosité en fonction des différentes voies d'eXposition............ceceeevereeeuennene 31
Tableau 3 : Tailles des nanoparticules déterminées par observation au MET...........ccccoocoviiinininnene. 37
Tableau 4: Rayon hydrodynamique obtenus d'apres les mesures DLS pour les différents NM............ 40
Tableau 5 : Tailles et parameétres de la loi normale associés a la répartition en taille des NM ............. 41
Tableau 6 : Valeurs des surface spécifiques des différents NM .........ccccevvevienieniinienieneeceeeieennn 45
Tableau 7 : Structure cristallines déterminées par diffraction rayon X pour les différents NM............ 46
Tableau 8 : Eléments chimiques présents en surface déterminés par XPS pour les différents NM ...... 46
Tableau 9 : Comparatif des différents systeme d'eXPOSition ..........cccceeveereerieriieneeneeneeseesieeseeesseeeens 59

Tableau 10 : Récapitulatif des dimensions des applicateurs RF vus dans les figures techniques
PIECEUCTIEES ......eeeeeeieieeieesie et et et et e bt e st e s teestee st e seenseessaesseesseesseesseenseessaesseesseeseenssenseessaesseenseesssensns 64
Tableau 11 : Récapitulatif des normes européennes li¢es au DAS.........ccocvevieiierienienieeeeeeeeeen 73
Tableau 12: Bilan des valeurs selon les critéres de caractérisation définis : efficacité, homogénéité et
isolation déterminés de Maniere NUMETIQUE.........ccueerreerieerreerieerieerseesieesseesseesseesseeseesseesseesseessessseensesssens 83
Tableau 13 : Valeur des DAS obtenus d'apres les profils thermiques mesurés..........ccoceeeververiveneeennen. 91
Tableau 14: Comparatif des DAS obtenus en fonction de la méthode de régression et de la portion de
COUIDE ANALYSEC ...evvieiieiieieeiteteeeee ettt ettt et e ste e te et e e st e s e essee st e e seesseesseenseensaenseessaenseenseenseensennsenn 94
Tableau 15 : Résultats obtenus pour les différentes configurations de test afin d'estimer les erreurs de
VATTADIIIEES ...ttt h et e e s bt e a et e st e b et e e e sb e e st et e be s bt et e be b saeenee 96
Tableau 16 : Tableau comparatif des valeurs du DAS obtenues par dosimétrie expérimentale et
TIUITIETIQUE. 1. veevveeeveenteenteeseeesseesseesseesseesseeseesseesseessaesseesseenssesassseesseesssesssenssesseesseesseesssesssesseessessseesseesseenses 97
Tableau 17 : Comparaison des paramétres analysés en simulation en fonction du gap d'air entre la
plateforme RF et le fond de 1a plaque & PUits ........ceecveeeieciieiiieiieeeiceeceee e 115
Tableau 18: Tableau comparatif des valeurs du DAS obtenues par dosimétrie expérimentale et
NUMETIQUE TS @ JOUT....eeutieurieteesieeteeteeseeseeseeseesseeseesseesseessessseessessseessessseensesssesssessesssesnsesssesssesssenns 116
Tableau 19. Synthéese des résultats de toxicité des NM seuls suivant le modele cellulaire pour une
concentration en NM de 100 Pg/ML........oociiiiiiiiiiiiieeeeeceee et ense e ens 129
Tableau 20: Récapitulatif des valeurs des EC50 pour les 3 NM toxiques en fonction des modéles
CEITULATTES ..ottt ettt h e et ettt b et e b s bt es e et e sbe s bt et e b e e bt eatenteabeeneeneen 131

Tableau 21: Tableau récapitulatif de 1'étude menée sur la détermination d'une concentration inconnue
p

14



Table des Figures

Figure 1: Photographie d'une daphnie a gauche ; d'un isopode & droite ..........ccoceveveeveneneeneeneneneene. 30
Figure 2: Schéma des entrées et sorties de I'évaluation des risques de 'approche semi-quantitative ... 31

Figure 3: Valeurs de l'indice QEH en fonction des différents NM étudiés et du moyen d'exposition .. 32

Figure 4: A gauche : photo de la DLS Dynamics V7. A droite : schéma de principe de la DLS.......... 38
Figure 5: Courbes obtenues d'apres la mesures DLS. .........coiiiiiiiiiiininieeeeeee e 39
Figure 6: Graphiques en intensité et en nombre d’une analyse du NM200 par DLS ..........cccccceninee 39
Figure 7: Répartition en taille des nanoparticules d'argent mesurée par NTA .......cccooeviriiveninenene. 40
Figure 8: NM-103 observé au MET a plusieurs grossissements [34].......cccecververeereeneeneeneeseenseeneens 41
Figure 9: NM-104 observé au MET a plusieurs grossissements [34].......cccocvvereereereeneeneeseeseenseeneens 42
Figure 10: NM-105 observé au MET a plusieurs grossissements [34].......ccccevvereeneenieeneeneeneeneenens 42
Figure 11: NM-110 observé au MET et MEB a plusieurs grossissements [37] .....cccccovvververieerivenieennenn 42
Figure 12: NM-200 observé au MET & plusieurs grosSiSSEmMENts ...........cccvevvvereeerieereeneereenieesseenseeneens 43
Figure 13: NM-211 observé au MET a plusieurs grossissements [36]........ccccceeververeenieeneeneeneenieenens 43
Figure 14:NTC observés au MEB a plusieurs grossiSSeIMENLtS ............cccvereerueereerieerieeneeseesseesseenseenses 43
Figure 15 : NM-600 observé au MEB a plusieurs grossissements [113]........cccceevverieniieneeneeneeneenens 44
Figure 16: NP d’or observées au MET a plusieurs grossiSSEmMENtS .........cccverveerreerieerieereesieerseesseenseennens 44
Figure 17: NP d’argent observées au MET a plusieurs grossiSSements ...........coceveeeerverereeeenienneneense 44
Figure 18 : Résultats obtenus par diffraction rayon X des échantillons NML-104 et NM-105 ............ 45
Figure 19 : Nanoparticules d'argent observées par MET en cellule liquide ........c..coceveiiniincnicncneene 47
Figure 20: a) TiO2 b) ZnO et c¢) SiO; observés par MET en cellule liquide ..........ccccvevvenveneenieenieennen. 48
Figure 21: Courbes de cinétique de déstabilisation obtenues par turbiscan pour les différents NM...... 48
Figure 22: Propagation d'une onde dans une systéme dit & propagation ............cecceeveereereerieereerieennens 58
Figure 23: Images de plaque 96 puits pour culture cellulaire..............cooeverievenienineniineeee 60

Figure 24: Schéma de principe d'exposition d'une plaque a puits a I’aide d’une plateforme
A'aPPlICALEUIS RE ... .ciiiiiiiiieiieieeeeee ettt ettt ettt et e et e e be e beesse e saesseesaessaenseensaensaensens 61
Figure 25: Schéma de principe d'un applicateur RF alimenté par un cable coaxial ...........cccevuennenee 62
Figure 26: Schémas techniques d'un applicateur RF dit « simple » et ses dimensions: en haut, vue en
coupe ; en bas a gauche, vue de dessus ; en bas a droite, vue de deSSOUS .......ccceeveervereerieerieerieerieennnn 63
Figure 27: Schémas techniques d'un applicateur RF dit « doublet » et ses dimensions : en haut, vue en
coupe ; en bas a gauche, vue de dessus ; en bas a droite, vue de deSSOUS .......ccceeveereereereeneerieerieennens 64
Figure 28: Photographie d’un ilot de 4 applicateurs a) vue de dessus, b) vue de dessous sans
connecteur SMA, ¢) vue de dessous avec connecteurs SMA SOUAES .......ccceevveviieriierieneeneenieeeieenenn 66
Figure 29 : Photographie d’un flot avec plaque a puits positionné au-dessus ............cecvververreereerreennenn 66
Figure 30: Plateforme d'exposition RF comportant 4 ilots RF, positionnés sous une plaque a 96 puits66

Figure 31: Schéma de principe et photographie de la plateforme placée sur son support..................... 67



Figure 32: Plaque d'incubateur adaptée pour laisser passer les cables RF..........ccocooceiiiiniiicnncnene 68
Figure 33: Photographie et caractéristiques du générateur de signal sélectionné, Transcom G6.......... 68

Figure 34: Photographie et caractéristiques de I’amplificateur RF sélectionné, ZHL 20W 20 2S+ de

IMITECITCUIE ettt ettt ettt s b e b et s bt sh e st et e bt ea e et e bt e bt ea e et e sbeeme et e e besheentenbeebeeneenee 69
Figure 35: Caractérisation de l'amplificateur choisi Ps=f(Pe) a2 2,3 GHZ........cccceovvvvvevienienieieeenen, 69
Figure 36: Synoptique du banc d'exposition RE ..........ccccooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 71
Figure 37: Banc de test avec plateforme d'exposition RF...........cccceviinienienienieieeeeeeeeeeeeen 72

Figure 38 : Schéma de principe de la rotation dipolaire de la molécule d'eau sous un champ électrique

................................................................................................................................................................ 74
Figure 39 : Courbe représentant I'évolution de la température d'un échantillon liquide soumis aux

ondes RF et les différentes phases associées @ ce phenomene...........eevvvevveriieniieneereeneeneeseeseeeeeneens 75
Figure 40 : Schéma du banc de test de ' ANFR pour la détermination du DAS...........c.coceiiinineene 76

Figure 41 :Exemple de visualisation du DAS aprés analyse par le logiciel de mesure de ’ANFR ...... 77
Figure 42: Schéma de principe de l'exposition dans la configuration de notre applicateur RF avec un

tapis cellulaire en fond de Plaque & PUILS ......ccvereerierierierieseese ettt se e e e sreesreeseeesseessaesseesneessnennns 77
Figure 43: Modélisation 3D d'un ilot de la plateforme d'exposition RF avec puits remplis de DMEM 79

Figure 44: Vue de dessus du modele 3D avec différentes lignes d'analyse du DAS situéesa Sum au

dessus des applicateurs RE........c.ooouiiiiiiiiieieeceeee ettt ettt et ensaensees 80
Figure 45: Répartition du DAS dans le plan & Sum au dessus des applicateurs RF ...........cccccoeeenee 81
Figure 46: Répartition du DAS en coupe par le milieu des applicateurs RF ..........c..ccccooviniiiinninnne 81
Figure 47: DAS simulé sur les lignes précédemment EVOQUEERS ..........ccverueerueerieerieerieenieenieesieesieenseeeens 82
Figure 48 : DAS en simulé sur les lignes précédemment évoquées en échelle 10g........cccvevvverivenennen. 82

Figure 49 : Profil thermique relevé expérimentalement lors de l'application des ondes RF sur un

JIQUIAE. ..ttt ettt ettt ettt et e e et e et e e st e e st e enseenseenseenseanseenseanseenseenseenteenseanseenseenseensenntean 84
Figure 50: Schéma de principe du support permettant 1'adaptation d'un capteur thermique au puits.... 85
Figure 51: Images des bouchons 96 puits et 24 puits imprimeés en r€Sine...........occververeereereereereennens 85
Figure 52: Image a fort grossissement du TC et de 1a FO ......ccooiiiiiiiiniiiiiieeeceeceee 87
Figure 53: Schéma de la méthode de préparation du TC dans la gaine thermorétractable.................... 88

Figure 54: Positionnement final du TC avec le bouchon dans le puits : I'extrémité du TC vient en

contact aVeC 1€ FONA AU PUILS.......eeiiiriieriesieieeeeee ettt ettt be e e e beesseebeesseesseensaensens 88
Figure 55: FO et TC adaptés sur bouchon support pour la mesure thermique ...........cccceevvereereeenneennen. 89
Figure 56: Modules d'acquisition a) pour TC b) pour FO .......ccccccvieviinieniieieieeeeeeeeeeeee e 90
Figure 57: Synoptique du banc de test incluant les deux moyens d'acquisition en température ........... 90
Figure 58: Profil thermique relevé par les deux capteurs : moyenné sur 4 mesures............ceceeeveeveeneene 91
Figure 59: Zoom sur I'enclenchement des RF pour les profils thermiques relevés par TC et FO......... 92
Figure 60: Schéma des différents point d'intérét a mesurer pour la caractérisation du dispositif.......... 96
Figure 61: Schéma récapitulatif des DAS moyens obtenus pour les différents points d'intérét............ 97

16



Figure 62: Image du profilomeétre TENCOR UtlISE ........ccueruiiieriiniiniiieieiieeesieeeee e 99

Figure 63: Schéma de la mesure en fond de puits avec le profilometre ............ccoeeveeeveciecvnceeciennnnns 100
Figure 64: Exemples de mesure obtenue en fond de puits grace au profilometre .............ccoeeveveennnnn. 100
Figure 65: Schéma de la mesure réalisée au profilométre sur l'arriére de la plaque a puits................. 101
Figure 66: Profil obtenu pour l'arriére de plaque du puits ES vers le puits E9.........cccoeevveivncininnnns 101
Figure 67: Profil du PCB contenant les applicateurs RF ...........ccooiiiiiiiiiiiniiieeee e 102
Figure 68: Jauge de mesure PALMER ........cccoooiiiiiiiiiie et 102
Figure 69: Profil d'une plaque a puits selon 3 lignes (A,B et D) d'aprés les mesures au Palmer ....... 103
Figure 70: Profil d'une plaque a puits selon les 12 colonnes d'apres les mesures au Palmer .............. 104
Figure 71: Cartographie de 3 plaques a puits différentes d'aprés les mesures au Palmer.................... 104
Figure 72: Représentation des ilots d'intéret sur la cartographie d'une plaque a puits ..........cccecveenenne 105

Figure 73: Photographie et schéma de l'observation réalisée a 'HIROX pour déterminer 1'espacement
entre plaque @ PUILS €1 PCB . ...ouiiiieieieeeeeeeee ettt sttt sseesnaesraesseeeneennes 106
Figure 74: Image montrant I'écart observé entre la plaque a puits et le PCB ........c.cccoecvecivecveieennnns 106

Figure 75: Profil thermique obtenu pour un puits central exposé au RF (orange) et un puits voisin

(o) T10 ) USRS 107
Figure 76 : Analyse du retard de la montée en température pour le puits VOiSin...........cceeevereveervennenns 108
Figure 77: DAS obtenu par modélisation pour notre dispositif en échelle l0g..........ccoecveeiircivrrirenn. 108
Figure 78: Réponse thermique obtenue lors de I'application d'un DAS trés €levé.........cooenenenneenee. 109
Figure 79: Schéma de la disposition des thermocouple...........cccvrviereiieciieciinciiiieeie e 110

Figure 80: Profil thermique relevé pour dans le puits central et le puits voisin en présence ou non de

liquide pour différentes COMDINAISONS ........ccverierierieiieiie e see et see st e seeseeseesseeseaessaessnesseesneesnns 111
Figure 81: Mesure thermique directe de I'applicateur RF ..........c.ccccoeoiieiiiiiiniiiiee e 111
Figure 82 : Photographie du banc de test pour la mesure IR de la plateforme RF ............c.cceeeennen. 112
Figure 83: Ilot d'applicateurs RF avec les 8 zones pour l'analyse du comportement thermique ......... 112

Figure 84: Distinction des différentes zones d'analyse en fonction de la géométrie de I'ilot
A'aPPLICALEUIS RE ... .oiiiiiiiiiieieciece ettt sttt s st e et e ssbesssessbesnsesssesnsesnsesnsennsennsenns 113
Figure 85: Profils thermiques obtenus pour les zones d'analyse présentés en Figure 82 .................... 113

Figure 86: Comparaison du profil thermique obtenu pour la plateforme seul et la plateforme surmontée

dE 12 PIAQUE @ PUILS...evieriiieiieeieiie ettt st e st e ste st essteseaessbessaesssesssesnsesssesssesssesnsesnsesssesnsenssenns 114
Figure 87: Profils thermiques obtenus pour la plateforme seule et la plateforme surmonté de la plaque

T 0101 LSRR 114
Figure 88 : Schéma de principe de la réponse en fluorescence de la technique LUCS ....................... 125

Figure 90: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules SHS-YSY par la

tECHNIQUE LUCS ...ttt ettt ettt ettt et e e sbe et e e sbeesseenseesseesseenseenseansesnseansennsenssenns 127



Figure 91: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules RPE par la technique

Figure 93: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules primaires Fibroblastes

par la technique LUCS ........ooiiiee ettt sttt ettt sttt sbe et 128
Figure 94: Résultats LUCS sur les NM-600 et NTC pour une exposition de 24h sur cellules HepG2130
Figure 95: Dose réponse du NM-200 (SiO2) déterminée par la méthode LUCS sur le modele cellulaire

Figure 96: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS des ondes RF a différents DAS pour les
modeles Cellulaires ChOISIS. .......co.iouiiiiiiiiiiic e 132
Figure 97: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS des ondes RF a différents DAS pour les
modeles cellulaires ChoisiS, NOTMALISE ..........ovviiiiiiieiiiieee ettt e e e e e e e e e e s e seaaaeeeas 133
Figure 98: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes
RF a 6W/kg sur le modele cellulaire HEPG2 ......cc.ovuiiiiiiiiiiieiiieee ettt 135
Figure 99: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes
RF a 6W/kg sur le modele cellulaire SHS-YSY .ot 135
Figure 100: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes
RF a 6W/kg sur le modele cellulaire RPE ..........cccoooiiiiiiiiiiiie e 136
Figure 101: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes
RF a 6W/kg sur le modeéle cellulaire HACAT .......ooiiiiiiiiiieeeeeeee et 136
Figure 102: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes
RF a 6W/kg sur cellules primaire FIDTroblaste ............ccoooiiiriiiiniiiiiiieeecee e 137
Figure 103: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition a la concentrations
spécifique EC10 propre a chacun des NM ZnO, SiO2 et Ag et ondes RF a 6W/kg sur modéle
CRIIUIAITE HEPG2 ...ttt e st e st s e s st e s saessbesnbesssesssesssesssessseansesnsesnsennsenssenns 138
Figure 104: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition a la concentrations
spécifique EC10 propre a chacun des NM ZnO, SiO2 et Ag et ondes RF a 6W/kg sur modéle
CElIUIAIrE SHS-YSY oottt 138
Figure 105: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition a des concentrations

spécifique EC10 EC20 EC30 et EC50 du NM-200 ( SiO) et ondes RF a 6W/kg sur modele cellulaire
Figure 106: Evaluation de la toxicitépar méthode LUCS liée a I'évaporation provoquée par

l'exposition du milieu de culture aux ondes radiofréquences a 20W/kg durant une exposition de 24h

sur modele cellulaire HEPG2.......coveviiviiiiieiiecieeieeertest ettt sttt e s e ssaessaessaesnaesnnennes 141

18



Figure 107 : Evaluation de la toxicité par méthode MTT liée a I'évaporation provoquée par
l'exposition du milieu de culture aux ondes radiofréquences a 20W/kg durant une exposition de 24h
sur modele cellulaire HEPG2.......ccveviiiiiiiiiiiecieeiesertese ettt sttt e e snaesnaesneesnnennes 142
Figure 108 : Evaluation de la toxicité par méthode LUCS li¢e a I'évaporation générée par chauffage a
I’étuve sur modele cellulaire HEPG2 ......ccueeviivieiieiiieceeceeeee et 143
Figure 109: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS lié¢e a 1'évaporation provoquée par
l'exposition du milieu de culture aux ondes radiofréquences a 10W/kg durant une exposition de 24h
sur modele cellulaire HEPG2.......coveuiiieiiiieriecieeieserese ettt ettt ssae e snaesraessaesnnennes 143
Figure 110: Schéma de principe pour l'analyse de 1'évaporation du milieu par la hauteur de milieu
PIESENLE AANS 1€ PUILS ....vieevieiieiieieeie ettt ettt ettt et e e et e esbeesbeesseesseenseenseesseessesnsesnseansesnsesssenssenns 144

Figure 111: Capture d'écran de l'analyse 3D réalisée par I'HIROX avec une coupe selon le plan jaune

Figure 112: Plaque 96 puits avec couvercle a picots imprimeé en 3D ........cccocceverienininincieneneneenee. 146
Figure 113: Image des gouttes déposées sur les couvercles imprimés en 3D suite a I’évaporation du
INEIIEU L.ttt ettt ettt a e 147
Figure 114 : Evaluation de la toxicité par méthode LUCS liée a l'évaporation provoquée par
l'exposition du milieu de culture aux ondes radiofréquences a 10W/kg durant une exposition de 24h
sur modele cellulaire HepG2 pour différents COUVETCIES........coviviiriiriirienienieeieeiesee e 148
Figure 115: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS de différents modeles cellulaires maintenues
24h dans un environnement & 37°C 0U 40°C ......co.iiiiiiiiiiiieeree et 149

Figure 116: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS de différents modeles cellulaires maintenues

24h dans un environnement a 37°C 0u 40°C (NOTMALISE)........cccvervveeiiririeieeie e eee e ere e eeeeeeeae e 149
Figure 117: Photo du dispositif utilisé avec les dimensions correspondantes ............ccceceeeeereneneenee. 151
Figure 118: Synoptique du banc de test pour la mesure Sous POINLE .........ceceevvereerierienienereeneneneenen 151
Figure 119: Tamis contenant les déchet (a gauche) et poudre filtrée grace au tamis (a droite) ......... 154

Figure 120: Spectre obtenu pour différentes concentrations en NTC, E1 en fonction de la fréquencel55
Figure 121: Spectre obtenu pour différentes concentrations en NTC, valeur de E2 en fonction de la

i <0 1153117 SRR 155
Figure 122: Diagramme Cole-Cole obtenus avec les parameétres E1 a 1,54 GHz et E2 a 16 GHz...... 156
Figure 123: Dispersion des points pour une méme concentration : valeurs (a gauche) et moyennes (a
ATOTER) veevieiieiiertiesiee st e et e st e st e st e st e sttesteesaeesatesstesseesssesssesssesssesssesssessseanseanseansesssesnsessseanseansennsennsenssenns 157
Figure 124 : Diagramme Cole-Cole pour 3 concentration en MO différentes et pour chacune d’entre
elle 4 concentrations €N NTC .......cocciiiiiiiiiiiiiiie e 158
Figure 125: Diagramme Cole-Cole de la MO et I’eau mesurées pour 4 expériences indépendantes. A
droite, représentation visuelle de la correction & effectuer ..........cocuveevveciirciiciiiece e, 160
Figure 126: Exemple de Diagramme Cole-Cole obtenu pour une manip, avec 10 mesures pour chacune

AES SOIULIOMIS ...ttt ettt ettt e e ettt e e e e e e et e e eeeseane s e eeeeesaanaaeeeeeesssnsaeeeeessesaansseeessssanraaeeess 160

19



Figure 127: Graphique de E1 et E2 en fonction de la concentration obtenus en moyennant deux manip

TNAEPEIAANIEES ...ttt ettt b e a ettt b et e b e sb e eat et e sbe s bt et e beebeesteneeabeeneeneen 161
Figure 128: Dispersion des points pour E1 et E2 en fonction de la concentration en NTC ................ 162
Figure 129: Sonde diélectrique utilisée avec son kit de calibration...........cccecevereevenininiienenencenee. 163

Figure 130: Permittivité diélectrique de I'eau a 37°C en fonction de la fréquence, mesurée grace a la

SONAE KEYSIZNL...ecviiiiiiiiiecieeece ettt sttt et esteesaaessaesseesseessaesseessaessnesnnennes 163

Glossaire des abréviations

AFM : Atomic Force Microscope

BET : Brunauer-Emmett-Teller

CLS : Chromatographie Liquide Solide

CMC : carboxyméthylcellulose

DAS : Débit d’ Absorption Spécifique

DLS : Dynamic Light Scattering

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EDS : Energy Dispersive Spectroscopy

EDX : Energy Dispersive X-ray

JRC : Joint Research Center

MEB : Microscope Electronique a Balayage
MET : Microscope Electronique a Transmission
MO : Matrice Organique

NM : Nanomatériau(x)

NP : Nanoparticule(s)

NTA : Nanoparticle Tracking Analysis

NTC : Nanotube de Carbone

ROS : Reactive Oxygen Species

SAXS : Small Angle X-ray Scattering

STEM : Scanning Transmission Electron Microscopy
TO : Thiazole Orange

XPS : X-ray Photoelectron Spectroscopy

20
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1) Introduction aux Nanomatériaux

a) Les Nanomatériaux, des matériaux aux proprietés

exceptionnelles mais potentiellement dangereux

Il existe de nombreuse définition possible pour définir ce qu’est un nanomatériau. Selon les
recommandations de 1I’Europe en 2011, on appelle nanomatériau un échantillon dont la moitié
de sa population (en nombre) est composé d’objets dont au moins ['une des dimensions est
inférieure a 100nm [20]. En réalité ces particules extrémement petites se retrouvent rarement
seules, et sont mélangées a des populations de particules plus macroscopiques. Il faut ainsi
différencier nanoparticules (particules d’une dimension inférieure a 100nm) et nanomatériaux
(objets qui contient des nanoparticules). Dans notre cas les échantillons que nous utiliserons par
la suite sont majoritairement constitués de nanoparticules, mais on fera souvent le raccourci
nanomatériaux pour les nommer. Du fait leur taille infiniment petite pour I'une de ses
dimensions, la proportion de ses atomes situés a la surface devient considérablement plus élevée
par rapport a ceux présents a l'intérieur du matériau. La surface spécifique (surface par unité de
masse) de 1’objet augmente donc considérablement, et plus il y a de surface, plus il y a de
contact avec I’environnement extérieur. En conséquence, les nanomatériaux présentent des
caractéristiques uniques et des comportements souvent différents de leurs homologues de taille
supérieure, qu’on appelle matériaux massifs. [21], [22] Voici quelques exemples de
modifications des propriétés de nanomatériaux du fait de leur grande surface spécifique et leur
échelle nanométrique.

La grande quantité d'atomes en périphérie des nanoparticules les rend extrémement réactives
chimiquement. Cette réactivité élevée peut étre exploitée pour catalyser des réactions chimiques
spécifiques avec une grande efficacité. Par exemple les nanoparticules de platine sont largement
utilisées comme catalyseurs dans les piles a combustible. [23] Elles peuvent catalyser plus
efficacement la réaction d'oxydation de I'hydrogéne et de l'oxygeéne pour produire de
1'¢lectricité. On utilise par exemple les oxydes de Graphene comme capteur de gaz toxique grace
a I’énorme sensibilité qu’ils offrent du fait de leur grande surface spécifique et donc des
interactions avec les molécules environnantes. [24] Ils permettent ainsi de détecter des
concentrations extrémement faibles.

Récemment une équipe chinoise a développé des aérogels de Graphene formés de réseaux de
nanoparticules permettant de lutter contre les marées noires. L’aérogel est a la fois ultra 1éger
(un des matériaux les plus légers du monde) et extrémement poreux, permettant d’absorber
jusqu’a 900 fois son propre poids en huile. Etant hydrophobe il est une arme efficace pour
absorber uniquement I’huile et diminuer I’impact environnemental des marées noires. [25]

Les NM sont aussi utilisées pour leur propriétés optique uniques. On parle souvent de la coupe
de Lycurgue, objet romain du IV siécle, qui change de couleur en fonction de I’orientation de
la lumiére : vert en lumiere réfléchie et rouge en lumiére incidente. Ce phénomene est lié a la
présence de NP métalliques d’or, d’argent et de cuivre. Aujourd’hui on les utilise dans la
photonique car un semi-conducteur massif posséde des bandes interdites que l’on peut
discrétiser lorsqu’on réduit sa taille a 1’échelle nanométrique, permettant ainsi de cibler les
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longueurs d’onde absorbées et émises en fonction de la taille des NP. [26], [27] Les propriétés
optique des NP sont aussi utilisées dans le traitement de 1’eau pour enlever divers polluant grace
notamment aux NP de TiO2 qui peuvent capter les contaminants organiques et les décomposer
sous I’influence de la lumiére ultraviolette par photocatalyse. [28]

On retrouve bien entendu tout ce qui est lié aux propriétés mécaniques qui permettent
aujourd’hui de développer des matériaux composites plus résistants, léger, souples etc. On
utilise les nanoparticules de Graphene et les nanotubes de carbone dans des polymeéres pour
former des composites aux propriétés améliorées. [29]

Enfin les NM ont un potentiel intéressant en tant que vecteur pour la distribution
médicamenteuse en ciblant spécifiquement des cellules ou des zones d’intérét (ces travaux sont
cependant actuellement relativement a 1'arrét du fait des questions de toxicité potentielle des
NM envers I'homme et 1'environnement, toujours a I'é¢tude). Elles sont alors fonctionnalisées
avec des agents de ciblage pour agir sur les tissus ou cellules malades. On pourrait aussi les
utiliser aussi pour I’imagerie médicale par résonance magnétique (IRM). [30], [31]

Pour tous ces aspects les nanomatériaux sont aujourd’hui largement utilisés dans 1’industrie et
la recherche. On les retrouve de plus en plus dans notre vie quotidienne (stockage de I'énergie,
alimentation et médicaments (enrobages), matériaux composites, cosmétiques) et les
préoccupations quant a leur nocivité se font grandissantes. En effet en plus d’avoir des
propriétés nouvelles ou bien décuplées (ce qu’on appelle communément « les effets des taille »)
les nanomatériaux sont des objets extrémement petits pouvant franchir les barricres
biologiques.

Ces NM peuvent pénétrer la paroi cellulaire qui est semi perméable et ne permet normalement
pas le passage de molécules potentiellement nuisibles. Les NM peuvent aussi €tre internalisés
dans les cellules par endocytose : grace a des vésicules, la cellule enveloppe un objet externe et
I’améne en son sein. Une fois au cceur de la cellule ces NM peuvent éventuellement entrer en
interaction avec le noyau, les mitochondries ou des protéines et provoquer un stress oxydatif au
détriment de la cellule. Les NM pourraient aussi franchir la barriere hématoencéphalique,
pourtant bien hermétique, et donc atteindre le cerveau ainsi que le systéme nerveux central.
[32], [33]

L’objet de cette these et d’étudier en partie la toxicité des NM méme si celle-ci est relativement
bien documentée (du moins pour les NM que nous avons sélectionnés), mais surtout de voir les
effets de ces NM lors d’une co-exposition avec des ondes radiofréquences. Dans notre cas nous
avons choisi de mener une étude in vitro, sur différents modeles cellulaires humain : HepG2
(hepatocarcinome), SHS-Y5Y (neuron-like), RPE (cellules épithéliales), HaCaT (kératinocytes)
et Fibroblastes.

b) Pertinence des NM choisis par rapport aux expositions

quotidiennes
Pour ce faire nous avons choisi d’étudier les NM suivants, et je préciserai dans quel cadre
quotidien nous pouvons les retrouver. Il faut préciser que ces NM ont été choisis, pour
l'essentiel, parmi les NM de références offerts par le Centre Commun de Recherche de la
Commission Européenne (JRC), qui met gratuitement a la disposition des laboratoires de
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recherche des NM qui ont été stockés en grandes quantités et caractérisés de maniére a permettre
des études comparatives. [34]-[37] Notre choix s'est orienté a la fois vers différentes
morphologies (0D, 2D) et différentes fonctionnalisations de surface. Nous avons ainsi obtenu
du nano TiO2 (NM103 NM104 et NM105), du nano ZnO (NM110), du nano SiO, (NM200),
du nano CeO> (NM211) et du nano argile (NM600). Du nano Ag (ref : 576832) et nano Au (ref :
636347) ont été choisis chez Sigma Aldrich. Enfin, nous avons aussi complété cette sélection
avec des nanotubes de carbone (NTC) synthétisés au CIRIMAT et ayant eux aussi été utilisés
dans de nombreuses études (éco)toxicologiques et trés bien caractérisés.

Le dioxyde de titane TiO:

L'exemple le plus connu est I'additif alimentaire E171. Il est couramment utilisé pour améliorer
l'apparence des aliments en leur donnant une couleur blanche éclatante. Cette couleur blanche
est liée a des particules de I’ordre du um. Cependant lors des processus de synthése de ces
particules, des nanoparticules sont aussi générées et sont bien présentes dans le produit final.
Elles représentent 2 a 3% en masse mais jusqu’a 50% en nombre de particules. Le dioxyde de
titane €tait jusqu'a récemment trés souvent présent dans des produits tels que les bonbons, les
gateaux, les chewing-gums, les glaces, les confiseries et les produits laitiers. [38] La France a
interdit son utilisation des 2020, suivie par 1'Europe en 2022. Ces interdictions font suite aux
travaux de différentes agences sanitaires, notamment 1'Anses en France [39] et I'EFSA au
niveau Européen. [40] Cependant les nanoparticules de TiO> sont toujours utilisées dans
d’autres secteurs non alimentaire, et ne sont pas concernées par ces interdictions.

On le retrouve aussi dans les cosmétiques tels que les crémes solaires, les fonds de teint, les
poudres et les lotions. Les nanoparticules de dioxyde de titane sont appréciées pour leur capacité
a agir comme filtres UV, offrant une protection accrue contre les rayons du soleil en
comparaison avec les particules de plus grande taille, tout en restant transparentes sur la peau
du fait de leur taille nanométrique. [41], [42]

Ce qui fonctionne dans le maquillage fonctionne aussi dans le BTP. Ils sont utilisés dans les
peintures, les revétements et les encres pour améliorer leur opacité, leur résistance aux rayons
UV et leur grand pouvoir couvrant. Cette utilisation permet d'obtenir des surfaces peintes de
meilleure qualité et plus durables. [43]

Le dioxyde de titane sous forme de nanoparticules peut étre intégré dans des textiles et des
matériaux pour leur conférer des propriétés antibactériennes, antifongiques et autonettoyantes.
Cela est utile dans diverses applications, notamment les vétements de sport, les rideaux, les
vitrages et les revétements de batiments. [44]

L’oxyde de zinc ZnO :

Majoritairement utilisées dans les produits cosmétiques, les particules de ZnO agissent comme
filtre UV dans les crémes solaires pour protéger la peau des rayons ultraviolets. Pour leur effet
apaisant et protecteurs on les retrouve dans les lotions pour le corps, les baumes a levre ou
encore les crémes pour peaux sensibles et les éruptions cutanées. [45], [46]

Elles sont ajoutées dans les textiles prévus pour le sport entre autres, du fait de leurs propriétés
antibactériennes. [47], [48]

On peut aussi les retrouver dans les peintures et les revétements pour lutter contre la corrosion
et les intempéries. [49], [50]
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Rarement utilisée dans 1’alimentaire, elles sont quelques fois ajoutées pour améliorer la texture
et la conservation des aliments. [51], [52]

Le dioxyde de silicium ou silice SiO>

Dans l'industrie alimentaire, il s'agit du E551. Elles sont couramment utilisées comme agent
antiagglomérant dans les produits alimentaires en poudre tels que les épices, le sel, les
compléments alimentaires et les préparations pour gateaux. [53], [54]

De méme que le TiO2 les NP de SiO> sont utilisées dans certains produits cosmétiques,
notamment les crémes pour le visage, les lotions pour le corps et les produits de maquillage.
Elles peuvent étre utilisées comme agents épaississants, absorbants ou matifiants. [55] On les
retrouve aussi dans les dentifrices du fait de leurs propriétés abrasives. [56]

On les utilise dans le milieu médical et paramédical comme excipients, aidant a stabiliser les
formulations et a améliorer la biodisponibilité des principes actifs. [57]

Elles permettent d’améliorer les propriétés mécaniques des plastiques, caoutchoucs,
revétements et peintures, améliorant la résistance aux rayures, la durabilité et leur adhérence.
[58], [59]

Dioxyde de Cérium CeO: :

CeO; sous forme nanométrique est beaucoup moins utilisé dans la vie courante que les 3 NM
précédents. On en retrouve pour des applications de recherche et industrielles mais voici
quelques aspects ou on peut les retrouver.

Leur plus grande utilisation est dans 1’industrie automobile. Elles sont placées dans les pots
catalytiques des véhicules, une partie du pot d’échappement des moteurs a combustion interne.
Elles servent a réduire par catalyse les émissions de polluants comme les oxydes d’azotes (NOx)
et autres gaz toxiques. [60], [61]

Elles sont plus rarement ajoutées dans 1’industrie du verre et de la céramique pour polir et
renforcer les matériaux. [62]

Nanoargiles :

Elles sont principalement utilisées pour améliorer les propriétés mécaniques de matériaux. On
les retrouve dans les revétements de sol, les peintures, les mastics mais aussi dans les
emballages alimentaires pour leur conférer une bonne imperméabilité a I’humidité et aux gaz.
[63]

Ces NP sont plus rarement utilisées dans les produits cosmétiques comme les masques, les
crémes pour la peau et les produits capillaires. [64]

Les NTC bruts et oxydés :

Beaucoup utilisés dans les nouvelles technologies, les NTC présentent une combinaison unique
de propriétés mécaniques et électriques ou thermiques, associées a leur diameétre nanométrique
et des longueurs généralement micrométriques (facteur de forme trés élevé) qui leurs conferent
des applications dans de nombreux domaines. De nombreuses applications sont ainsi proposées
en nanoélectronique (transistors pour les NTC mono-paroi semi-conducteurs, surtout a visée de
capteurs) ou encore charge conductrice de I'électricité pour les NTC multiparois. On les
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retrouve dans le stockage de I'énergie, souvent comme additifs dans les batteries et les super
condensateurs. [65]-[67]

Les NTC servent a développer des matériaux composites aux propriétés mécaniques
incroyables tout en étant trés légers, comme les gilets pare-balles, les raquettes de tennis ou les
vélos. IIs sont aussi utilisés comme renforts mécaniques dans les céramiques [68], les polymeres
et encres [69] ou des hydrogels [70], [71] pour leur conférer simultanément une conductivité
¢lectrique.

Enfin on peut aussi les retrouver dans des systémes de filtration avancés pour éliminer les
contaminants de 1’eau et de 1’air. [72], [73]

L’or (Au) :

Plus rares dans la vie quotidienne, nous avons choisi de les étudier car elles sont utilisées dans
le domaine médical en particulier couplées avec des ondes radiofréquences dans les traitements
thermiques contre les tumeurs. [74]

Elles permettent de délivrer des médicaments directement sur des cellules cibles pour des
thérapies spécifiques. [31], [75]

Aussi utilisées dans I’imagerie médicale par résonance magnétique ou imagerie photo
acoustique. [30], [76].

L’Argent (Ag) :

Les nanoparticules d’argent sont connues pour leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques. [77]-[79] On les retrouve donc dans les textiles mais aussi dans les pansements,
les bandages et des dispositifs médicaux. Dans les emballages alimentaires elles permettent de
prolonger la durée de conservation des aliments et empéchent la croissance bactérienne. On les
retrouve aussi dans les produits ménagers et les désinfectants.

c¢) Connaissances actuelles sur la toxicité des NM

s¢lectionnes

La toxicité des nanoparticules sous forme de poudre (inhalation) est avérée, entrainant des
réactions inflammatoires au niveau du systeéme respiratoire. Elles ont pour la majorité d’entre
elles des conséquences environnementales a la fois toxicologique et comportementale. Dans
notre cas nous allons évaluer leur toxicité en suspension, sur des modeles cellulaires in vitro. 1l
faut cependant bien faire attention : toutes les nanoparticules d’'un méme type ne sont pas
identiques de par leur taille, leur forme ou encore leur chimie de surface. Nous le verrons par
la suite, il est important de caractériser nos NM selon des critéres / parameétres bien définis pour
pouvoir les comparer. Dans cette partie je vais donc m’attarder particulierement sur les études
utilisant les NM issus du JRC, c’est-a-dire identiques a ceux que nous avons mis en ceuvre dans
ces travaux. Signalons des a présent que nos choix permettent de couvrir plusieurs grandes
classes de NM : 0D, 1D, 2D mais aussi oxydes métalliques, métaux, silicates, nanomatériaux
carbonés. L'influence de la solubilité (qui varie de maniére trés importante en fonction des NM)
est aussi a souligner.
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1) Dioxyde de titane TiO> :

Nous avons choisi 3 types de TiO2 qui différent par leur phase cristalline et leur chimie de
surface :

- Le NM-103 du JRC : phase rutile, coating hydrophile
- Le NM-104 du JRC : phase rutile, coating hydrophobe
- Le NM-105 du JRC : phase majoritairement anatase sans coating

Dans la littérature, ces échantillons sont assez utilisés. On retrouve des études sur différents
modeles cellulaires, pour différentes concentrations allant de quelques pg/mL jusqu’a
200pug/mL et des durées d’exposition de 3h a 72h. Les analyses biologiques sont variées que ce
soit pour détecter de la cytotoxicité, génotoxicité, apparition de micronoyaux, formation
d'espéres réactives de l'oxygéne (ROS), ou encore des ruptures de brin d’ADN. Tres
majoritairement, on ne constate aucune toxicit¢ de ces nanoparticules de TiO,. [80]-[84] Il
s’avere cependant que la phase anatase (comme le NM-105) serait plus susceptible de
provoquer une toxicité, mais toujours treés faible. Le coating n’aurait aucun impact sur la
potentielle toxicité de ces NM.

2) Oxyde de zinc, ZnO

Nous nous sommes procuré le ZnO NM-110 du JRC. Quelle qu'en soit la provenance, ces NM
sont majoritairement toxiques par les ions Zn*" qu’ils libérent lors de la dissolution de 1'oxyde,
assez facile en milieu acide. Contrairement a d’autres NM, le ZnO est toxique pour la quasi-
totalité des mode¢les cellulaire exposés. [85]-[89]

3) Dioxyde de silicium SiO; :

Nous avons utilis¢ un échantillon de SiO> provenant aussi du JRC, le NM-200. Dans la
littérature ces NM sont observés comme toxiques pour la plupart des mode¢les cellulaires, et ce
quel que soit leur origine. La taille des particules primaires est reliée au potentiel de provoquer
des ROS. Des interactions complexes interviennent avec les protéines et les dénaturent, créant
des espéces toxiques. [90]-[92]

4) Dioxyde de Cérium, CeO>

Nous avons utilisé¢ le NM-211 du JRC. Trées peu d’études ont été réalisées avec cet échantillon
NM-211 en particulier, et elles sont toutes sur des modeles in vivo. [93], [94] Cependant si 1’on
s’intéresse a la toxicité¢ du CeOa, en général sur les modeles in vitro, il est généralement
considéré comme non toxique. [95]-[98]

5) Nano Argile

Nous avons choisi le NM-600 du JRC qui est principalement composé de bentonite. On peut
retrouver une autre forme dans les nanoargile, la kaolinite. Pour la bentonite on reléve un
comportement légérement toxique due a la production de ROS. [99], [100]

6) Nanotubes de carbone, NTC
Les NTC utilisés sont synthétisés au CIRIMAT a Toulouse depuis plus de 20 ans. Produits
initialement sous forme brute, nous les modifierons par un processus chimique pour les obtenir

aussi sous forme oxydée. Ils ont été utilisés dans 1’équipe NNCED pour des études
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toxicologiques et environnementales depuis prés de 15 ans, mais aussi pour des applications
biomédicales, ou dans le domaine des matériaux composites.

La toxicit¢ des NTC dépend de la dose, du modele cellulaire ou encore des conditions
d’exposition. Les études montrent généralement peu de génération de ROS, mais d’autres
mécanismes entrainent quand méme des inflammations (activation de 1'inflammasome [101],
polarisation des macrophages vers la forme M2 anti-inflammatoire [102], mais aussi I’induction
de mort cellulaire par autophagie dans certains cas [103], ou encore le blocage de la division
cellulaire dans le cas de cellules cancéreuses. Les NTC sont un bon exemple de la complexité
de I'¢tude toxicologique des nanomatériaux en sachant que la grande majorité de ces études sont
réalisées avec les méme nanotube.

Concernant I'éco-toxicologie, les études montrent peu d'impact, des retards de croissance
apparaissent en général a partir de 10 mg/L chez les amphibiens [104] ; dans le cas des
diatomées, ce retard est transitoire, elles récuperent avec le temps ; chez les plantes, un effet
"boost" est provoqué a tres faibles doses que ce soit en hydroponie ou directement dans le sol,
puis par la suite les effets négatifs surviennent. [105] La forme oxydée des NTC induit toujours
des effets a une dose plus faible que la non-oxydée.

7) Or (Au)

Les nanoparticules d’or choisies proviennent de Sigma Aldrich (ref: 636347). Aucune étude
toxicologique in vitro n’a été réalisé sur cet échantillon en particulier. En revanche on peut
relever dans la littérature des potentiels effets toxiques lorsque les NP sont internalisées dans
les cellules et générent alors 1’apparition de ROS [106].

8) Argent (Ag)

Nous nous sommes procuré les NP d’Argent chez Sigma Aldrich (ref : 576832). Ces NP connues
pour leurs propriétés biocides notamment, induisent des stress oxydatifs chez les cellules
humaines, elles sont donc considérées comme toxiques. [107]

Le Tableau 1 rassemble les références des NM que nous avons utilisés ainsi qu'un résumé tres
simplifié de la toxicité généralement décrite dans la bibliographie.

Tableau 1: Degré de toxicité des échantillons utilisés d’apres différentes études analysées

Nature NM TiO, ZnO Sio, CeO, Argile NTC Au Ag

Réf. NM | NM-103 | NM-104 | NM-105 | NM-110 | NM-200 | NM-211 | NM-600 | CIRIMAT |SA 636347|SA 576832

uasi- Faible a
toxicité Nulle Nulle o Nulle Faible L, Nulle
nulle modérée

En fonction des modéeles biologiques (in vivo, in vitro), des modeles cellulaires dans le cas des
études in vitro, des doses et des conditions d'exposition (dans tous les cas), il est inévitable de
relever des résultats différents pour un méme NM.
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Dans le cas des modeles cellulaires, ces derniers sont généralement exposés sur des temps
relativement courts (quelques jours maximum). Qu'il s'agisse d'études in vitro, in vivo ou bien
épidémiologiques, les manicres d’évaluer la toxicité ne sont le plus souvent pas représentatives
d'une exposition réaliste de la vie courante, a la fois a cause des conditions d'exposition (une
mono exposition) et des doses (généralement tres élevées).

Une équipe d’écotoxicologues de 1’Université de Linden en Suisse s’est intéressée a I’impact
des nanoparticules courantes sur des organismes marins et sur le long terme. Ils ont pour cela
exposé des daphnies, un microorganisme marin, a des doses réalistes de nano TiO,. Ces NM se
retrouvent dans les eaux par le biais des crémes solaires notamment. Sur le court terme, les
scientifiques n’observent aucune toxicité. Cependant lorsqu’ils étudient la toxicité sur plusieurs
générations de ces daphnies, alors les effets néfastes liés au NM apparaissent et entrainent des
problémes sur la reproduction de ces organismes. [108]Cette méme équipe a étudié un autre
modele vivant, les isopodes, des petits crustacés de 1’ordre du cm. Lorsqu’ils sont exposés aux
NM, on n’observe aucun effet sur la santé¢ ou le développement. En revanche si I’on expose
leur nourriture a ces méme NM, la population microbienne a la surface de cette nourriture est
modifiée et la composition en est altérée. Une nette diminution de la croissance et du
développement des isopodes dont la nourriture est exposée aux NM est alors constatée, en
comparaison avec le groupe témoin. [109]

Figure 1: Photographie d'une daphnie a gauche ; d'un isopode a droite

Je tiens maintenant a faire une autre parenthese sur I’aspect toxique des NM, et I’évaluation des
risques auprés d’une population. Ce sont deux questions bien différentes. Si I’on prend une
substance d’une grande toxicité mais a laquelle la majorité de la population n’est pas exposée,
il aura un facteur risque beaucoup plus faible qu’une substance bien moins toxique mais trés
répandue dans notre environnement quotidien. Je vais rapidement résumer une étude qui met
en garde sur les risques que les NM peuvent entrainer aujourd’hui. [110] En effet de nombreux
autres criteéres rentrent en jeu pour évaluer les risques qu’un NM peut avoir sur la population
ou I’environnement. Par exemple la fréquence d’exposition a laquelle est confronté un
consommateur, le fait de le retrouver dans 1’eau ou dans les sols, sa dégradation, etc. Dans cette
¢tude les chercheurs se sont penchés sur une approche Q.E.H, prenant en compte trois scores :

- Q:laquantité¢ de NM (Q pour "quantity")
- E : le coefficient d’exposition (E pour "exposure")
- H: les effets toxiques des NM (H pour "hazard")
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Cette méthode d’analyse permet d’obtenir des scores quantitatif et qualitatif sur un objet
d’étude, dans notre cas les NM auxquels nous sommes exposés. Pour cette étude elle prend la
forme du schéma suivant :

Exposure Determinant Parameters
Ps: Persistence in soil Pw: Persistence in water Pa: Persistence in air
TS: Transport in soil Tw: Transport in water Ta: Transport in air
)
Q.: Quantity E.’: Human He I.{azérd QEH,: ENP risk
. exposure characterization of
released into the A i 1 score from the
5 X coefficient from X the environmental = =
environment . environment (@)
the environment ENPs =
g s
Quantity Scores Xposure Hazard Scores + =
Coefficients 2
(o]
(el
E,’: Human
Qp: Quantity used P Hp: Hazard QEHP: ENP risk
. exposure o
in the consumer X posur characterization of | =4 score from
coefficient from X ‘ -T
products ENPs in products products
products
V: Variety of products E: Exposure potential of products
Exposure Determinant Parameters

Figure 2: Schéma des entrées et sorties de l'évaluation des risques de l'approche semi-quantitative

Elle prend donc en compte dans un premier temps les NM issus de 3 voies d’exposition qui
sont environnementales : 1’eau, le sol et I’air. D’un autre c6té les auteurs s’intéressent aux NM
provenant de notre consommation : 1’électronique, la santé, 1’alimentaire, les aliments et la
cosmétique. Enfin les modes d’exposition sont I’inhalation, la voie orale et le contact avec la
peau. (Figure 2)

Ils attribuent a chacun des parametres (Q, E et H) des valeurs en fonction de la bibliographie
sur le sujet. Par exemple ci-dessous le Tableau 2 des effets toxiques (H) pour les NM :

Tableau 2: Niveau de dangerosité en fonction des différentes voies d'exposition

ENPs Si0, TiO, AlbOs; Fe ZnO CeO, CNT Ag Cu Nanoclays
Hazard scores through different exposure pathways

Oral L L - - R
Inhalation 1> 59 18 4 sk gn 4 5 5 5%
Dermal 1t 4 4 1 4 5¢ 3 5 5

Hazard scores through exposure to environmental phases

Hyw 1 4 4 4 5 4 5 5 5 5

Hs 1 4 4 1 5 1 5 5 5 4

H, 1 5 4 4 5 4 5 5 5 5

Les valeurs vont de 1 a 5 selon la toxicit¢ du NM dans le mode d’exposition. Certains NM
auxquels nous nous intéressons dans notre étude sont aussi présents dans cette é¢tude. (Par
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exemple on voit que le TiO2 ou le CeO2 pour lesquels nous n’observions aucune toxicité sur
des modeles in vivo, peuvent étre toxiques par voie orale ou dermique.)

Enfin apres calcul du QEH global, ils obtiennent les résultats suivants :

10

6

N

QEH index

EENNAN\L

EAN\\\I
0
)
0

7 |

| 7 7 D

” o
0 Y % D

: W ) o ~ Qe o o
< : S & % » F
o
# consumer products Mwater Msoil Mair

Figure 3: Valeurs de l'indice QEH en fonction des différents NM étudiés et du moyen d'exposition

On observe deux choses importantes sur la Figure 3. Premi¢rement que le facteur de risque est
bien différent de la toxicité d’un NM. Ici le TiO> largement utilisé dans les produits de
consommation culmine a 8,7 tandis que le Cu qui est toxique sous toutes ses formes
d’exposition n’atteint méme pas un score de 2. Si I’on s’intéresse maintenant a la manicre dont
nous sommes exposés a ces NM, on remarque que 66% de notre exposition est due aux produits
de consommation, 18% par I’eau et 9% et 8% pour le sol et Iair. Il est a noter que cette étude
ne prend pas en compte la bioaccumulation dans les organismes, qui pourrait avoir un impact
non négligeable sur la chaine trophique. Pour finir les auteurs précisent qu’il y un manque de
données trés important sur le transport et la persistance des NM dans I’environnement naturel.
Tout ceci illustre bien l'intérét de se préoccuper le plus en amont possible de ces questions afin
d'anticiper des situations potentiellement problématiques.
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2) Méthodes de caractérisation des NM

a) Criteres de caractérisation des NM

L’utilisation croissante des nanomatériaux a entrainé des réflexions sur les réglementations qui
encadrent leur utilisation. Les propriétés uniques qu’ils offrent sont souvent utilisées dans des
procédés industriels avant méme que des études suffisamment abouties concernant leur impact
potentiel sur ’homme ou I’environnement ne soient faites. Des caractérisations précises des
différentes propriétés physico-chimiques d’un nanomatériau sont nécessaires pour comprendre
l'influence des paramétres physicochimiques.[111] [112] Bien entendu ces seules
caractérisations ne suffisent pas a déterminer la potentielle toxicité des NM mais représentent
une étape incontournable, tout en sachant bien que certaines propriétés peuvent étre modifiées
une fois les NM dispersés dans un milieu biologique (dissolution, modification de la chimie de
surface, réagglomération, etc.).

Pour cela 1'ISO a défini 8 critéres qui permettent de caractériser les NM :

- La taille : distribution en taille dans un échantillon de NM, exprimée de préférence en
nombre

- La forme : comme une seule dimension importe pour définir I’objet comme « nano » il
est important de savoir s’il est sous forme de tube (1D), de feuillet (2D), ou plutdt
sphérique (0D).

- La surface spécifique : comme nous 1'avons vu précédemment ce critére joue un role
particulier pour l'interaction des NM avec le vivant.

- La composition : connaitre la nature chimique d’un échantillon et les concentrations de
ses constituants

- La chimie de surface : ce sont les fonctionnalisation ou revétement de surface du NM.

- La charge de surface : associée a la stabilité des NM en solution et a leur potentiel
d’agglomération.

- L’¢état d’agglomération/ agrégation dans le milieu : si les particules s’agglomérent ou se
désagglomérent facilement il est important d’évaluer cette taille réelle des objets
auxquels sera confronté I’organisme.

- Dispersibilité / solubilit¢ dans le milieu: en cas de faible stabilit¢ dans le milieu,
l'exposition sera modifiée.

La majorité des échantillons proviennent du JRC (Joint Research Center) qui est un service
de recherche de la commission européenne. Leurs échantillons sont donc largement utilisés
pour les études toxicologiques et permettent de comparer les résultats sur les mémes
¢chantillons entre différentes études. Ces échantillons sont aussi amplement caractérisés, et
ces données sont directement accessible depuis le site web du JRC, ou encore pour la plupart
dans les publications les ayant utilisées. Pour autant, nous avons réalis¢é nous-méme de
nombreuses caractérisations a la fois pour les comparer a celles déja existantes mais aussi
pour des conditions plus spécifiques a notre étude, notamment dans du milieu de culture
cellulaire.

b) Taille des NM

Il existe de nombreuses méthodes pour déterminer la taille des NM. On peut en tirer 3 groupes :
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- M¢éthode individuelle de comptage (MEB, MET, AFM ...)
- Me¢éthode d’ensemble (DLS, SAXS ...)
- Méthodes séparative (CLS...)

Les techniques de mesures ont des approches radicalement différentes : certaines vont mesurer
exactement le diametre de 1’objet tandis que d’autre vont modéliser une taille en fonction d’un
phénomeéne physique associé a une propriété de la particule.

Dans notre cas nous avons utilis¢ des méthodes d’analyse directe (MEB et MET) ainsi qu’un
diametre fonction d’une phénoméne physique (DLS et NTA). Chacune de ces techniques
présente des avantages et des inconvénients.

Concernant le MEB et le MET, la préparation des échantillons nécessite de déposer les NM en
suspension sur une grille (MET) ou un support (MEB) puis de sécher. L’inconvénient est que
lorsque le liquide s’évapore, les particules vont se rapprocher les unes des autres et créer des
agglomérats. On ne peut donc pas remonter a 1’état de dispersion dans le milieu. Les particules
plutot isolantes seront plus difficiles a observer. Cette technique permet en revanche d’accéder
de manicre directe a la taille de différentes particules, individuelles, agglomérées ou agrégées
mais aussi a leur forme et leur nature chimique (analyses in situ, EDX-EDS notamment).

La DLS (Dynamic Light Scattering) permet de remonter a la taille des particules par leur rayon
hydrodynamique. Les particules en suspension subissent un mouvement brownien qui vont
dévier les rayons d’un laser. En récupérant le laser diffusé et son angle par rapport a la position
initiale il est possible via la relation de Stokes Einstein de remonter au rayon hydrodynamique.
Cela entraine deux limitations :

- 1II est impossible de savoir si les NP sont individuelles ou agglomérées (ou encore
agrégées le cas échéant),
- Il est supposé que les particules sont sphériques.

Il faut aussi que le liquide utilisé pour la dispersion du NM soit incolore et translucide. Nous
avons rencontré un probléme technique lors de nos premicres mesures dans du milieu de culture
(DMEM), ce dernier contenant un indicateur coloré rouge (rouge phénol) alors que le laser
utilisé pour 'analyse était rouge lui aussi, rendant la mesure impossible. Nous avons donc utilisé
du DMEM sans rouge phénol. Nous avons obtenu de bons résultats avec cette technique lorsque
la population analysée est monomodale ou peu dispersée. D¢s lors que certaines particules sont
beaucoup plus grosses que les autres, elles vont écraser le signal des plus petites particules et il
sera difficile de remonter a la distribution en taille. En revanche 1’avantage de cette technique
et que I’on réalise nos observations directement dans le milieu de culture, au plus proche de ce
a quoi seront exposées les cellules. Ces mesures sont aussi trés rapides.

L'analyse NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) est probablement la plus pertinente. Basée
sur le méme principe que la DLS et le rayon hydrodynamique, elle permet a la fois d’observer
les nanoparticules, et d’analyser leur distribution en taille sur plusieurs mL. L'appareil dispose
d’un pousse seringue permettant de faire circuler le liquide contenant les NM et de travailler
ainsi sur un large échantillonnage des particules.

Toutes ces techniques sont complémentaires et utilisées dans la bibliographie (la DLS en
particulier).
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c) Forme des NM

Concernant la forme des NM nous avons simplement utilisé les images MEB et MET.

d) La surface spécifique

11 a été¢ montré que lorsque la surface spécifique d’un NM augmente, sa toxicité augmente aussi.
Sa détermination constitue donc un élément fondamental pour évaluer les risques. La méthode
la plus couramment utilisée pour déterminer la surface spécifique est le BET (Brunauer, Emett,
Teller), par adsorption de gaz. Le principe de base du BET repose sur l'adsorption d'une
molécule spécifique (généralement de 1’azote) sous la forme d'une monocouche sur la surface
du matériau étudié. Le processus d'adsorption se produit lorsque les molécules d'azote se lient
physiquement aux sites actifs de la surface du matériau solide. La quantité¢ de gaz désorbée
permet, connaissant la surface occupée par une molécule individuelle, de remonter a la surface
spécifique de 1’échantillon.

¢) Phases cristallographiques

Pour analyser la composition (phases cristallines présentes) de nos échantillons nous avons
utilisé la technique de diffraction des rayon X sur poudre. Un faisceau de rayons X (longueur
d'onde dépendant de la cathode utilisée, du cuivre dans notre cas) incident sous un certain angle
théta sera diffracté selon la loi de Bragg a un angle 2 théta si une orientation cristallographique
particuliere de 1'échantillon existe a cet angle. En analysant les pics de diffraction on peut
remonter aux structures cristallines et déterminer indirectement la nature chimique des éléments
qui composent notre échantillon (d'apres la nature des phases cristallographiques, dont la
signature est unique). Cette méthode est complémentaire des analyses chimiques par EDX-EDS
en microscopie électronique.

f) Chimie de surface

La chimie de surface comprend les fonctionnalisations et les revétements de surface qui peuvent
avoir un impact important dans la toxicité¢ d’un NM. Elle est utile pour évaluer le comportement
dans les milieux aqueux (par exemple revétement hydrophobe ou hydrophile) ou les interactions
avec les protéines et les cellules. Dans notre cas nous avons utilisé la Spectrométrie de
photoélectrons induits par rayons X (XPS). Cette technique repose sur le phénomene d'émission
de photoélectrons par un matériau lorsque celui-ci est exposé a des rayons X de haute énergie.
Lorsque les rayons X rentrent en contact avec la surface du matériau, les atomes du matériau
absorbent 1'énergie des photons X et certains ¢électrons de valence sont ¢jectés du matériau pour
conduire a I'émission de photoélectrons. L'énergie de ces photoélectrons nous donne des
informations sur les niveaux d'énergie des électrons des éléments présents dans le matériau, et
donc sur la composition chimique et 1'état de valence des éléments (liaisons chimiques).

g) Charge de surface

La charge de surface peut étre caractérisée par le potentiel Zéta. Il est utilisé pour étudier la
stabilité des suspensions, l'interaction entre particules et la cinétique des réactions de surface
dans les solutions. Le potentiel Zéta est associé a la charge électrique a la surface des particules.
On peut I’analyser par technique DLS combinée avec un calcul de la mobilité électrophorétique.
C’est la vitesse a laquelle les particules se déplacent sous l'influence d'un champ électrique. La
mobilité¢ électrophorétique est directement liée au potentiel zéta par 1'équation de
Smoluchowski.
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h) Etat d’agglomération ou agrégation

La DLS est une technique pertinente pour cette mesure. En effet elle permet de connaitre 1’état
réel des nanomatériaux en suspension dans le milieu d’exposition, a savoir du DMEM.
L'analyse précise des données de DLS nécessite cependant de s'assurer de la morphologie des
nanoparticules. Afin de déterminer cette derniére in situ dans le milieu de culture, nous avons
réalisé une caractérisation directe par MET en cellule liquide (classiquement, les échantillons
sont préalablement séchés sur une grille conductrice ; en cellule liquide, 1'échantillon est
directement observé en suspension dans le liquide grace a une cellule adaptée. Cette observation
permet donc de s'affranchir de l'agglomération au séchage, ce dernier étant évité. Ces
observations ont ¢t¢ réalisées sur la plateforme METSA (fédération de recherche FR CNRS
3507), au laboratoire MPQ (Paris Diderot) en collaboration avec D. Alloyeau. L’idée était de
pouvoir observer nos nanomatériaux en suspension et évaluer leur état d’agglomération.
L’inconvénient est que le milieu de culture contient des sels, qui cristallisent rapidement sous
I’effet du faisceau, perturbant I’analyse des NP. Nous avons donc dilué nos échantillons dans
de I’eau. Nous avons pu constater la présence d’amas de particules assez gros. Il y a tres
certainement des particules individuelles (d’apres la DLS) cependant il est impossible de les
observer avec le MET en cellule liquide, car ces particules bougent extrémement rapidement
dans le liquide.

1) Dispersibilité et solubilité
La dispersibilité est la propension d’un matériau a se disperser de maniére uniforme dans une
matrice (solide ou liquide). C’est un parametre qui dépend a la fois des caractéristiques du
matériau et de sa matrice, il n’est donc pas intrinseque au NM.

La solubilité d’un NM est un parameétre important dans le sens ou si le matériau est totalement
soluble, alors nous n’étudions plus sa nature particulaire mais sa forme ionique ou moléculaire.
En revanche admettons qu’un NM atteigne un élément biologique sous forme solide puis se
solubilise, alors 1’étude du la toxicité de la forme soluble devient tout aussi importante.

Pour la dispersibilité et la stabilité des suspensions de NM nous avons utilisé le Turbiscan.
Similaire a la DLS mais utilisant un large spectre lumineux, c'est la lumicre rétrodiffusée qui a
traversé I’échantillon qui est analysée en scannant 1'échantillon sur toute sa hauteur. Il est ainsi
possible de suivre le comportement d'un échantillon sur des longue périodes (une ou plusieurs
journées). Une solution mal dispersée et instable va sédimenter rapidement : la majorité des
particules tombe au fond du flacon. L’intensité de la lumiére traversant 1’échantillon sera alors
plus forte. Les expositions cellulaires ayant été réalisées majoritairement sur une durée de 24h,
c'est la durée d'analyse qui a été retenue dans ces travaux.
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3) Bilan des résultats de caractérisation :

a) Taille des NM et des agrégats/agglomerats
L’avantage d’avoir choisi une majorit¢ de NM provenant du JRC est de pouvoir bénéficier de
caractérisation de ces échantillons dans la littérature. Dans le Tableau 3 une partie des résultats
proviennent des caractérisations fournies par le JRC et les laboratoires partenaires. Nous avons
observé par nous méme les échantillons au MET (Castaing UAR3623) pour confirmation. Par
ailleurs 1’or et ’argent provenant de Sigma Aldrich sont trés peu documentés et les grandeurs
proviennent donc de nos propre observations et mesures.

Tableau 3 : Tailles des nanoparticules déterminées par observation au MET

Nature NM TiO, Zn0O Sio, CeO, Argile NTC Au Ag
Référence
NM NM-103 NM-104 NM-105 NM-110 NM-200 NM-211 NM-600 CIRIMAT |SA 636347| SA 576832
particules oext 3nm
. 26+10nm | 26+10nm | 21+9nm |55,5+26nm| 14+7 nm 7+2nm 288 nm - 106 nm
primaires L10 pm
distribution| 8-200 nm 10-45 nm 10-45 nm | 30-150 nm 5-25nm 4,7-9 nm 87-630 nm - 10-50 nm | 5-150 nm

; plusieurs |@ext 10 nm
aggrégats 500 nm 130 nm 200nm (100-1000 nm 31 nm 12,5 nm 1000 nm | 800 nm
um L 100 um

Les nanoparticules de TiO2 ont des valeurs de particules primaires sensiblement similaires
quelle que soit la référence. Le NM-103 a tout de méme des particules primaires pouvant étre
10 fois plus grandes a 200nm. Ceci se retrouve aussi au niveau des agrégats, qui sont beaucoup
plus gros pour le NM-103 que les NM-104 et NM-105.

Les NP primaires de ZnO sont d’un diamétre un peu plus important et peuvent générer des
agrégats tres gros de I’ordre du micrométre.

Le Si0O; et le CeO> sont quant a eux plus petits. On retrouve des particules inférieures a 10 nm
et les dimensions des agrégats restent faibles (moins du double de la taille des particules
individuelles).

L’argile (bentonite NM-600) et les NTC sont d’une autre nature. Contrairement aux autres NM
qui sont plutdt sphérique, on les retrouve sous des formes de feuillets ou de fils, respectivement.
Ils ont donc des dimensions beaucoup plus importantes que les autres NM. Les dimensions
observées sont latérales et non I’épaisseur du feuillet qui est bien plus faible.

Concernant 1’or, les particules primaires sont supposées étre inférieures a 100 nm d'apres la
fiche technique du revendeur (Sigma Aldrich). Cependant sur nos observations nous n’avons
trouvé que des agglomérats et agrégats. Il est quand méme possible de discerner sur les images
I’allure des NP primaires et d'estimer le diameétre entre 10 et 50 nm. Les amas de NP sont trés
gros, pouvant aller jusqu’a plusieurs pm.
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Pour I’ Argent on peut observer de nombreuses particules isolées. Majoritairement de 1’ordre de
10 nm, certaines plus grosse sont tout de méme visibles. Elles ont tendance a former de gros
agrégats (jusqu'a 800 nm), tout comme 1’or.

Ces observations MET nous donnent une idée approximative de la taille des objets que 1’on
peut retrouver dans nos NM. Il faut cependant prendre ces résultats avec un certain recul,
notamment en ce qui concerne les agglomérats et agrégats. Lors de la préparation des
¢chantillons de MET par exemple, quelques gouttes de suspension de NM dans de 1'éthanol
(sonication a la cuve a ultrasons) sont déposées sur une grille. Lors de 1’évaporation de
I’¢éthanol, les objets contenus dans le liquide vont avoir tendance a se rapprocher entre eux et
former des amas.

Dans un second temps nous avons utilisé la technique par DLS pour estimer la taille de nos
objets en suspension. L’avantage de cette technique est que la mesure est effectuée directement
dans le milieu d'exposition. Cette information était non pertinente a récupérer dans les
publications antérieures ayant utilis¢ les mémes NM pour cause de variabilité des
concentrations et des milieux de culture utilisés. Il est aussi possible de choisir la température
de la mesure. Nous avons réalisé une premicre série de mesures a 25°C dans le DMEM puis
une seconde a 37°C comme lors de I’exposition sur cellules, sans mettre en évidence de
différences significative entre les deux températures. En revanche cette technique présente un
inconvénient non négligeable puisqu’une hypotheése forte pour l'analyse des données et
I’approximation que les objets analysés sont sphériques. Nous n’avons donc pas analysé ne le
NM-600 ni les NTC qui ont des formes beaucoup trop éloignées d’une sphere.

Pour ces mesures nous avons utilis¢ un DLS Dynamics V7 de chez Wyatt. Cet instrument
permet de réaliser la DLS sur plaque 96 puits, en scannant rapidement chaque puits de la plaque.
Nous avons beaucoup de nanomatériaux et comme nous avons testé plusieurs concentrations
pour chacun afin d’en tirer les meilleures, cet instrument a été trés pratique.

PLAQUE
96 PUITS

CAMERA L/ &7

"

/7 LASER
:r/;/:::u:.qﬁ:::

Déplacem 'ensemble

Figure 4: A gauche : photo de la DLS Dynamics V7. A droite : schéma de principe de la DLS

La mesure par DLS fournit un graphe de corrélation qui permet d’interpréter la qualité de la
mesure. Sur la Figure 5 ci-dessous a gauche on observe un comportement normal tandis qu’a
droite la mesure est perturbée par de la poussiére, des bulles ou une contamination.
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Figure 5: Courbes obtenues d'apres la mesures DLS.

Une fois la qualité de la mesure validée, deux données intéressantes sont obtenues : I’intensité
des NM en fonction de leur taille, et le nombre de NM en fonction de leur taille. L intensité
permet principalement de détecter les gros objets, donc les agrégats ou agglomérats
contrairement au nombre qui va représenter une majorité de NM individuels. Sur les graphiques
de la Figure 6 ci-dessous 3 pics sont visibles pour I’intensité : un tres faible a 48.43nm, un trés
fort a 218.2nm et un moyen a 288 Inm. Sur la méme analyse mais pour le graphe en nombre
deux pics forts a 48.43nm et 218.2nm ressortent ; celui a 2881 nm a disparu. L’intensité est
corrélée au pouvoir réfléchissant de 1’objet, plus 1’objet est gros, plus la lumiére diffractée sera
importante. Le pic d’intensité moyen a 288 1nm est certainement le résultat de quelques grosses
particules, alors que I’intensité de la multitude des particules a 48,43 nm reste trés faible en
dépit de leur grand nombre.
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Figure 6: Graphiques en intensité et en nombre d’'une analyse du NM200 par DLS

Aprées analyse des différents échantillons et comparaison avec la littérature sur le sujet, voici
les résultats des dimensions de nos NM par DLS dans le Tableau 4 :
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Tableau 4: Rayon hydrodynamique obtenus d'apres les mesures DLS pour les différents NM

Nature NM TiO, Zn0O Si0, CeO, Argile NTC Au Ag
Référence
NM NM-103 NM-104 NM-105 NM-110 NM-200 NM-211 NM-600 CIRIMAT [SA 636347| SA 576832
rayon
hydro- 119+11 130+4 124 +3 226+12 181+4 218+14 - - 211 170
dynamique

Ces résultats sont assez ¢loignés de ceux obtenus par microscopie électronique. En particulier
pour les NM les plus petits SiO; et ZnO pour lesquels les valeurs mesurées sont tres €levées.
C’est une technique qui a certes des limites mais nous permet d’avoir une approche directement
dans le milieu de culture, et donne une distribution en taille. Il faut aussi noter que le rayon
hydrodynamique correspondant a la taille d’un objet supposé sphérique. Dans le cas de
particules primaires allongées ou bien des agglomérées, le rayon hydrodynamique sera calculé
sur la plus grande des dimensions de 1’objet, conduisant a une erreur. C'est la raison pour
laquelle I'analyse correcte des données de DLS ne peut s'affranchir de la caractérisation par
microscopie ¢électronique, les deux venant se compléter.

Enfin nous avons pu utiliser un instrument peu connu et pourtant trés efficace : Le Nanoparticle
Tracker Analysis ou NTA. Il utilise le méme principe physique que la DLS mais en flux continu.
L’hypothese que les NM a analyser sont sphérique est identique. L’avantage du flux continu
est d'obtenir un échantillonnage beaucoup plus conséquent et réaliste des NP présentes dans le
milieu.

Nous avons pu tester 3 échantillons avec ce dispositif, I’or, I’argent et I’oxyde de zinc. Pour
chacun d’entre eux nous avons fait circuler quelque mL de suspension 5 fois pendant 1 minute.
Les résultats se présentent comme suit Figure 7 :
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Figure 7: Répartition en taille des nanoparticules d'argent mesurée par NTA

Sur la Figure 7(a) sont représentées les 5 mesures successive de 1'échantillon de NP d’Ag. Sur
la Figure 7(b), le graphique récapitulatif des 5 mesures avec les tailles des NP pour chacun des
pics. Une forme de type loi normale est observée, allant de 16 nm jusqu’a 454 nm, et centrée
autour de 128 nm pour I’Argent. Des comportements similaires sont observés pour ’or et
I’oxyde de zinc. Le Tableau 5 liste les valeurs principales associée a ces distributions normales :
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Tableau 5 : Tailles et parameétres de la loi normale associés a la répartition en taille des NM

Nature NM Zn0 Ag Au
Moyenne |118,7+11,5nm|145,8+9,6 nm|174,4+7,9 nm
Mode 106,6 +5,8 nm (125,1 + 21,3 nm 132,3+17 nm
SD 60,3+6,3nm | 57,5+8,7 nm | 66,7 +2,2 nm
D10 48,3+11,8nm (77,2+13,9nm| 92,0+ 7,4 nm
D50 104,6 +11,8 nm|145,2 +9,6 nm| 167,9 + 8,5 nm
D90 183,7 +20,6 nm|226,8 +9,6 nm [262,2 + 22,4 nm|

Cette technique est beaucoup plus précise et plus puissante statiquement que la DLS classique.
Elle est ainsi la plus représentative de la taille et distribution des NM (s’ils sont sphériques) car
elles ont été réalisées directement dans le DMEM et le flux continu permet un grand nombre
d’échantillonnages. Comme évoqué plus haut, I’observation par microscopie électronique
entraine un biais li¢ a I’évaporation du liquide qui génére beaucoup d’agglomérats. Grace a la
NTA nous avons pu déterminer que des particules primaires sont aussi présentes dans
1'échantillon d’or, de I’ordre de la vingtaine de nm, alors que ces derniers n'avaient pas été mis
en évidence par MET. Les agglomérats de plusieurs micrometres vus pour I’argent et I’or entre
autres dans le tableau 3 sont certainement liés a la préparation des grilles d’observation pour le
MET.

Avec ces différentes techniques d’observation nous avons pu confirmer que nous travaillons
avec des Nano-objets, dont I’une des dimensions (voir le rayon pour les plus sphérique) est bien
inférieure a 100nm.

b) Forme des NM

Nous avons déterminé la forme des NM et des agrégats/agglomérats associés par microscopie
¢lectronique a transmission. Ci-dessous sont présenté les différents images prises pour les NM
a plusieurs grossissements (Figure 8 a Figure 17).

Figure 8: NM-103 observé au MET a plusieurs grossissements [34]
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NM-103 : Les nanoparticules sont de la forme sphérique jusqu’a allongée. La dispersion est
plutét homogene. Les agglomérats sont compacts et peuvent étre constitués d'agrégats.

- !

k4

,

& ]

100 nm

Figure 9: NM-104 observé au MET a plusieurs grossissements [34]

NM-104 : Similaire au NM-103, les particules ont tendance a étre plus allongées.

Figure 10: NM-105 observé au MET a plusieurs grossissements [34]

NM-105 : Particule plus sphériques que le NM-103 et NM-104, mais un comportement
similaire dans 1’agrégation et la dispersion.

Figure 11: NM-110 observé au MET et MEB a plusieurs grossissements [37]

NM-110 : Les particules sont majoritairement cubiques, et bien dispersées. La population est
hétérogene car les tailles des NP individuelles varient beaucoup. Les agglomérats sont tout
autant hétérogene allant d’amas compact a des structures faiblement liées.
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Figure 12: NM-200 observé au MET a plusieurs grossissements

NM-200 : Ce sont surtout des agrégats qui sont mis en évidence, avec trés peu de NP primaires
isolées. En revanche ces agrégats sont tres petits, de quelques dizaines de nm a une centaine
pour les plus gros. Ces amas sont légérement sphériques, et trés anguleux.

i

Figure 13: NM-211 observé au MET a plusieurs grossissements [36]

NM-211: Les particules primaires sont sphériques et réguliéres, avec une distribution
homogeéne. Elles sont relativement bien dispersées et forment des amas de quelques centaines
de pum, mais sont probablement liés au séchage de la suspension. Noter l'absence
d’agrégats/agglomérats aussi gros que les autres NM.

Figure 14:NTC observés au MEB a plusieurs grossissements

NTC : Ils ont une géométrie totalement différente des autres NM. Les NTC forment des fils
de plusieurs pm de long mais seulement quelques nm de diamétre. On voit sur ces images que
les fils s’entremélent mais aussi des agglomérats dit « désorganisés » (sur la gauche de la
figure a faible grossissement qui ne sont pas sous forme tubulaire.
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Figure 15 : NM-600 observé au MEB a plusieurs grossissements [113]

NM-600 : Les particules sont hautement agrégées/agglomérées, avec des structures de plus de
10 um. Les particules sont formées de feuillets liés entre eux.

Figure 16: NP d’or observées au MET a plusieurs grossissements

Or : Nous retrouvons de trés gros agrégats trés certainement liés au protocole de préparation
puisque par DLS et NTA nous avons observé des particules isolées de plus petite taille. Les
particules semblent étre plutdt polyédrales.

™
. \*&.n
¢ L J 1\'\\.‘
- . S
- - b » »”
‘e, . e q?
- A z %.‘.‘; —"%“. » .. :
[ .
e 4 ,i: :
100 nm |-

Figure 17: NP d’argent observées au MET a plusieurs grossissements

Argent : D’apres nos observations nous retrouvons a la fois des particules primaires de forme
sphérique ou polyédrales ainsi que des assez agrégats allant d’une centaine de nm a quelques
pm.
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c) La surface specifique
Le Tableau 6 rassemble les mesures de la surface spécifique par BET :

Tableau 6 : Valeurs des surface spécifiques des différents NM

Nature NM Tio2 Zn0O Si02 Ce02 | Argile NTC Au Ag
Référence
NM NM-103 |NM-104 | NM-105|NM-110 | NM-200 | NM-211 | NM-600| CIRIMAT |SA 636347 | SA 576832
Surface
spécifique | 51,69 | 57,07 | 55,49 | 12,4 | 189,2 | 66,2 51,9 931,3 - -
(m?/g)

La majorité¢ des NM ont une surface spécifique comprise entre 50 et 60 m?/g. Nous remarquons
néanmoins une surface spécifique trés faible pour le NM-110 probablement associée a la taille
de ses cristallites plus élevée. La surface spécifique du NM-200 est beaucoup plus grande que
les autres. On peut donc s’attendre a une trés grande réactivité de la part de SiO». La surface
spécifique des NTC est grandement supérieure a tous les autres échantillons de par leur
géométrie particuliere. En effet par la structure tubulaire, ils offrent aussi une grande surface
intérieure en plus de celle externe. [114]

d) Composition
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Figure 18 : Résultats obtenus par diffraction rayon X des échantillons NML-104 et NM-105

La Figure 18 illustre le type de résultat obtenu grace a la diffraction par rayon X. Le graphe en
noir représente celui de I’échantillon mesuré. Les lignes en bleu et rouge sont des données
comparatives qui sont obtenues dans le logiciel d’analyse par comparaison avec les fiches de
référence des composés cristallins, ici caractéristiques des deux phases cristallines principales
pour TiO., anatase et rutile. Les pics mesurés sont comparés avec les données de référence et
permettent de conclure que le NM-104 correspond uniquement a une phase rutile (bleue) tandis
que le NM-105 contient les deux phases anatase et rutile (rouge et bleu). La comparaison de
I’intensité des pics avec ceux de la base de données permet d'estimer la proportion de chaque
phase. Les résultats de nos analyses cristallographiques sont regroupés dans le Tableau 7:
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Tableau 7 : Structure cristallines déterminées par diffraction rayon X pour les différents NM

Nature NM TiO, Zn0O SiO, CeO, Argile NTC Au Ag
Référence
NM NM-103|NM-104| NM-105 NM-110 NM-200 NM-211 NM-600 | CIRIMAT |SA 636347 SA 576832
Structure TOT: ) )
i . anatase L. L. L ) cubique | cubique
cristaline . ) . zincite cerionite | tétraédre/ nid
rutile rutile | 85% rutile amorphe . . ) faces faces
ou hexagonale cubique octaédre/ | d'abeille j ,
15% R centrées | centrées
amorphe tétraédre

¢) Chimie de surface

Le Tableau 8 récapitule les éléments chimiques détectés par XPS pour les échantillons
analysés :

Tableau 8 : Eléments chimiques présents en surface déterminés par XPS pour les différents NM

Nature NM TiO, Zn0 Si0, CeO, Argile NTC Au | Ag
Référence
NM NM-103 NM-104 NM-105 NM-110 NM-200 NM-211 NM-600 - - -
0:62.84%
0:56.0% : ’
0:63.5% C:69.0% [0:70.8% Si:22.25%
, C:259% 0:54.0% 0:435%
Eléments Ti:10.7 % C:133% C:24.5% 0:251% |Si:241% C:36.3% Al:861% [0:14,95%
ensurface | . | Ti:134%| . .~ | Zn:56% | C:41% | " | Na:2.85% | C:85,05%
Al:49% Ti:21.5% X Ce:20.2%
Fe/Ca:2.5 Al:7.1% Si:03% [Na:1.0% Mg/Fe/Ca
e/Ca:2.
<1%

Les différents échantillons sont bien constitués majoritairement de leurs ¢léments chimiques
correspondant (Ti et O pour le TiO2, Zn et O pour le ZnO etc...). En revanche on constate une
quantité importante de carbone C dans chacune des analyses : c’est un biais de I’expérience, cet
¢lément chimique provient du support dans lequel est positionné la poudre. Le carbone n’est
donc pas présent dans nos échantillons hormis les NTC bien siir. L’aluminium présent dans les
NM-103 et NM-104 est en fait du aux coating de ces derniers. On remarque quelques impuretés
pour le NM-110, NM-200 ou le NM-600 mais en tres faibles quantités.

f) Etat d’agglomération ou agrégation

Grace a la microscopie ¢électronique (MEB et MET) ainsi que le NTA et/ou la DLS nous avons
obtenus différentes valeurs pour la taille des agglomérats et des agrégats des NM utilisés. La
microscopie est trés utile pour déterminer la forme, et I’état d’agglomération plus ou moins
compact de nos NP. En revanche il faut tenir compte d’un biais important associé¢ au séchage
du liquide contenant les NP. De ce fait les NP vont créer des amas et donc la dispersion n’est
plus représentative de la réalité de la suspension initiale. Concernant la DLS et NTA, les
mesures ont été réalisées en suspension mais elles font 1’approximation (hypothese
contraignante) d’objets sphériques, or nous avons observé que les agglomérats ont des formes
souvent trés complexes.

Nous pouvons combiner les avantages des deux techniques grace a la microscopie en cellule
liquide que nous avons introduite préalablement.
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Le microscope utilisé est un Jeol ARM 200 en mode STEM. La majorité des NM que nous
avons pu observer étaient des oxydes métalliques, qui présentaient peu de contraste. En
revanche nous avons pu prendre de beaux clichés de I’argent. De plus comme mentionné plus
haut, les mesures ont été réalisées dans du DMEM dilué dans de I’eau. La solution initiale avec
du DMEM seul entrainait la cristallisation de sel sous le faisceau ce qui perturbait la mesure.
Nous nous sommes un peu ¢loignés de la réalité des conditions d’exposition sur cellules mais
cette dilution était nécessaire. Par ailleurs les particules primaires ne sont pas visibles du fait de
leur mouvement extrémement rapide, mais en revanche on peut observer les grosses structures
de NM. Un autre inconvénient majeur de l'observation en cellule liquide concerne le phénomene
de radiolyse du solvant (I'eau dans ce cas) du fait de la forte fluence électronique pour les
observations, mais surtout en mode analyse. Ceci conduit a la génération de radicaux qui sont
susceptibles de réagir avec les NM, facilitant par exemple leur dissolution. Pour cette raison,
les NTC n'ont pas été observés (susceptibles d'étre détruits tres rapidement dans ces conditions).

Figure 19 : Nanoparticules d'argent observées par MET en cellule liquide

Sur ces images (Figure 19) il est possible de mette en évidence le comportement de 1’argent en
solution. Les structures formées ressemblent a des chapelets contrairement aux agglomérats qui
ont été observés au MET classique (séchage sur grille) qui étaient plus compact et rassemblés
en amas. Cela prouve bien que les analyses des NM par les méthodes DLS ou MET sont
relativement éloignées de la réalité. Malheureusement cette technique de MET en cellule
liquide est peu répandue, et posseéde de grosses contraintes sur la préparation des échantillons
et la nature des échantillons. Nos observations des échantillons de TiO2, ZnO et SiO; ont
conduit a des images relativement inexploitables telles qu'illustré sur la Figure 20.

47



Figure 20: a) TiO> b) ZnO et c) SiO; observés par MET en cellule liquide

Nous pouvons tout de méme y observer des tailles d’agglomérats de I’ordre de 1um, mais il est
difficile de distinguer les NP indépendamment.

g) Dispersibilité et solubilité
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Figure 21: Courbes de cinétique de déstabilisation obtenues par turbiscan pour les différents NM

Les analyses au Turbiscan nous ont permis de d'observer les cinétiques de déstabilisation des
¢chantillons sur 24 heures (Figure 21). Nous remarquons ici deux groupes de NM. Le premier
avec les NM-200 (SiO2), NM-110 (ZnO), NM-210(CeO2), NM-103 (TiO2) et NM-104 (TiO) :
ces derniers présentent une réponse relativement linéaire dans le temps et atteignent des valeurs
assez faibles de déstabilisation. Au niveau macroscopique, ce sont ceux qui une fois dispersés
a la sonde a ultrasons restent relativement homogene dans le temps. L’autre groupe avec ’Ag,
le NM-600 (argile), le NM-105 (TiOz) et I’or sont quant a eux beaucoup moins stable. Ils
atteignent rapidement, en quelques heure, des valeurs semblables a celles de 1’autre groupe au
bout de 24h. Cela signifie qu’ils sédimentent rapidement.
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Les caractérisations que nous avons réalisées nous donnent des résultats similaires a celles
conduites par le JRC et ses organismes partenaires. En plus de cela nous avons pu obtenir des
données nouvelles sur le comportement de ces NM en solution dans le milieu de culture.

4) Protocole de préparation des NM en suspension

a) Problématique des suspensions et pertinence de

I’exposition en suspension
La préparation des suspensions est une étape clé pour notre étude. Sachant que les expositions
cellulaires sont réalisées sur 24h (ou plus), il est nécessaire de disposer de suspensions
homogenes et stables dans le temps. En effet si les NM sédimentent en fond de puits, il est
possible d'étre confronté a des phénomenes de toxicité qui ne seront pas forcément induits par
la nature des NM mais plus par le fait qu’ils tapissent les cellules. Il est donc important de bien
disperser nos nanomatériaux lors de la préparation des échantillons mais aussi avant de les
déposer sur les cellules. Nous avons choisi une concentration maximale d’exposition de 100
pug/mL, ce qui est bien au-dessus des concentrations réelles auxquelles nous somme exposés,
mais qui nous donnera une premicre vue sur la nature toxique ou non des NM. Pour cela nous
préparons une gamme de concentrations a partir d'une suspension mere a Img/mL dans du
milieu de culture DMEM. Les puits dans lesquels sont placés les cellules contiendront 90 pL et

nous rajouterons 10 uL. de nos suspensions meres pour arriver a la concentration souhaitée de
100 pg/mL (dilué 10x)

b) Description du protocole
Apres avoir recherché des protocoles de préparation de suspensions dans la bibliographie,
notamment associés a des études toxicologiques in vitro, je me suis inspiré des résultats du
programme Européen Nanogenotox.

Le protocole adapté pour nos expériences est décrit ci-dessous :

- Prendre autant de flacon en verre de 10mL que de NM a préparer

- Peser entre 5 et 8§ mg de chaque NM et noter la valeur exacte sur le flacon. Prélever
délicatement a 1’aide d’une petite spatule en métal la quantité nécessaire de poudre de
NM. 1l est nécessaire de décharger électrostatiquement tout le matériel, a savoir la
spatule, le flacon contenant le NM et le flacon cible.

- Ajouter 60uL d’éthanol sur la poudre pour la mouiller. Il s'agit d'une étape cruciale pour
les NM comportant un revétement hydrophobe. Une si faible quantité d’éthanol sera
négligeable dans la suspension finale (de I’ordre de de 1% volumique).

- Agiter délicatement en faisant rouler entre les mains pour bien mélanger. Ceci permet
de bien mouiller la poudre avec I’éthanol, ce qui facilite grandement la dispersion apres
ajout de milieu.

Nous avons utilisé un agent dispersant : la carboxyméthylcellulose (CMC "medium viscosity",
CAS : 9004-32-4). Nous avons testé la toxicité de cette molécule a trés forte concentration
(5mg/mL) sur les mode¢les cellulaires et nous n’avons observé aucun impact sur I’homéostasie
cellulaire. Elle est donc utilisable pour notre protocole de dispersion.
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- Prendre une fiole de 100mL

- Peser 80 mg de CMC

- Ajouter 20 mL de milieu de culture DMEM sans sérum et avec antibiotique HEPES.

- Chauffer au micro-onde (30sec) puis disperser au bain a ultrason pendant quelques
minutes pour bien homogénéiser la solution. Le fait de chauffer la solution accélére la
cinétique de dissolution de la CMC.

- Rajouter 60 mL de DMEM pour compléter pour parvenir a une concentration finale de
I mg/mL de CMC dans le milieu. (Identique a la concentration de NM dans la
suspension mere)

- Disperser au bain a ultrasons pendant 5 minutes.

Pour continuer sur les échantillons...
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- Ajouter a la poudre de NM le DMEM + CMC, la quantité en mL correspondant au poids
pesé : ex 6,3 mg = 6,3 mL afin de d'aboutir a la concentration de 1 mg/mL.

- Disperser les échantillons 12min a 20% en continu a la sonde a ultrasons petit diametre.
Les échantillons sont maintenus dans un récipient avec des glagons pour éviter
I’échauffement de la suspension. La sonde a ultrason est un outil trés efficace pour la
dispersion des échantillons, nous l'utilisons systématiquement lors des tests avant de
déposer les NM dans les plaques a puits.

- Juste apres la sonication, prélever ImL du flacon dans un eppendorf, en veillant bien a
ce qu'il ait un fond conique (Les eppendorf a fond presque rond ne permettent pas une
sonication a la sonde a ultrason, le liquide s’échappe, peu importe le volume)

- Enfin rincer la sonde a ultrasons en la plongeant dans un bécher d’eau et en soniquant
20 sec.

Grace a ce protocole nous pouvons préparer des solutions stables dans le temps tout en
réduisant fortement la quantité d’agglomérats, décomposés par la sonication a la sonde a
ultrason.

Conclusion

Dans ce premier chapitre nous avons exposé ce qu’était un nanomatériau et les raisons pour
lesquelles ils sont largement utilisés dans I’industrie et la recherche. Apres avoir sélectionné
un panel d’étude de nanomatériau et donné des exemples des utilisations courantes de ces
derniers dans la vie quotidienne, nous avons abordé leur toxicité. Cette problématique est
complexe et nous avons évoqué plusieurs méthodes d’analyse pour évaluer cette toxicité
dans des scénarii différents. Dans notre cas, nous ciblerons une toxicité sur des modéles in
vitro par une exposition directe aux NM. Par la suite, nous avons discuté des
reglementations et des caractérisations nécessaires pour évaluer correctement la toxicité
d’un nanomatériau spécifique. Enfin nous avons exposé les résultats de nos caractérisations
d’échantillons par différentes méthodes pour les multiples criteres définis par ’ANSES. Les
résultats obtenus par nos tests sont similaires a ceux des études réalisées par le JRC. Pour
finir nous avons détaillé le protocole de préparation de nos échantillons de NM pour
I’exposition in vitro dans le milieu de culture.

Dans le chapitre suivant, nous allons nous concentrer sur le systéme d’exposition aux ondes
radiofréquences ainsi que sa dosimétrie, nécessaire a une exposition calibrée et contrdlée.
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Chapitre 2 : Développement et
caracterisation d’un systéme
d’exposition aux ondes radiofréquences
pour une analyse de toxicite a haut debit
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1) Introduction sur les ondes RF et 1’évaluation
delicate de leur toxicité

Nous évoluons dans un environnement quotidien ou I’exposome est de plus en plus riche et
complexe. L’exposition aux facteurs environnementaux tant chimiques, physiques, biologiques
et psychologiques constitue une problématique sanitaire importante. Parmi ces facteurs, et en
lien avec I’apparition des nouvelles technologies de communication, les ondes radiofréquences
occupent une place importante dans les débats quant a leur toxicité. Il est encore aujourd’hui
difficile d’identifier si les ondes radiofréquences peuvent présenter un risque sanitaire suivant
les conditions d’exposition, tant les résultats des multiples études réalisées sur cette thématique
depuis plusieurs décennies divergent en fonction des modeles étudiés, des systémes
d’exposition utilisés, des types de signaux RF étudiés [115]. Les critéres importants a prendre
a compte dans les études toxicologiques aussi critiques résident dans la maitrise et le controle
aussi bien de I’exposition aux ondes radiofréquences que des analyses biologiques rigoureuses
et complétes. Ainsi, d’'un point de vue électromagnétique, la caractérisation des moyens
d’exposition, la rigueur des protocoles expérimentaux, la redondance des tests et leur
reproductibilité sont nécessaires dans toute étude. De nombreux systémes d’exposition existent,
qu’ils soient adaptés a des études in vivo [116] et des études in vitro [117]. Dans notre étude,
nous nous sommes intéressés a développer un systeme d’exposition aux ondes radiofréquences
adapté a un consommable couramment utilisé par les biologistes lors de tests a haut débit, a
savoir des plaques a puits. Ce type de consommables présente 1’atout intrinseque de faciliter les
post-analyses biologiques réalisées aprés exposition, investigations nécessaires pour établir
I’impact de I’exposition aux ondes RF sur les cellules. Il est en effet compatible avec les lecteurs
optiques automatisés et les systémes de microscopie traditionnels. D’un point de vue
¢lectromagnétique, nous nous sommes attachés a exploiter au maximum la redondance et
I’individualité des puits de ce consommable pour multiplier les capacités d’exposition RF. Afin
de donner de la flexibilité d’utilisation, nous avons développé des applicateurs individualisés a
un puits et les avons associés pour augmenter les capacités d’exposition aux ondes RF. Dans ce
chapitre nous détaillerons la plateforme d’exposition développée, sa caractérisation en
dosimétrie d’apres une étude numérique basée sur des simulations électromagnétiques par
¢léments finis et une approche expérimentale a 1’aide de mesures thermiques pour extraire la
valeur de DAS appliqué suivant la puissance RF incidente. Au préalable, nous allons présenter
les différents types de systémes d’exposition in vitro aux ondes RF qui existent afin de mettre
de bien mettre en exergue les atouts du systéme que nous avons développé et qui sera introduit
dans ce chapitre.
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2) Les différents systemes d’exposition aux ondes
RF

a) Systemes d’exposition aux ondes RF in vitro utilisés dans la

littérature
On peut classer les systemes d’expositions aux ondes RF en 3 grandes familles :

- Les systeémes a propagation
- Les systemes résonnants
- Les systemes rayonnants

Dans notre cas, nous allons comparer plusieurs facteurs déterminants pour une exposition RF
sur des modgéles in vitro, a savoir :

- L’uniformité du DAS : la distribution du DAS sur I’ensemble des cellules exposées doit
étre la plus uniforme possible. On peut aussi I’appeler homogénéité.

- L’efficacité du DAS : c’est le ratio entre le DAS moyen généré et la puissance produite
par la chaine RF en amont.

- L’encombrement : nous évaluerons le rapport entre le volume d’occupation des
¢chantillons exposés et la place requise pour le systéme d’exposition. Ce facteur est
déterminant car une exposition in vitro nécessite un incubateur biologique.

- Le nombre d’échantillons exposés simultanément : ce critére est particulierement
important dans notre cas, pour pouvoir évaluer de multiples NM en triplicats et de fagon
parallélisée.

- Facilit¢ d’utilisation : il s’agit de pouvoir positionner et enlever simplement nos
¢chantillons biologiques.

- Versatilit¢é de 'instrument: il est intéressant de pouvoir modifier les conditions
d’exposition facilement avec le méme dispositif (fréquences, puissance, nombre
d’échantillons etc...).

1) Les systémes a propagation
Ces systémes sont principalement utilisés dans la gamme de fréquence du GHz au THz. Le
principe est de guider I’onde électromagnétique au travers d’un tube métallique (cuivre, laiton,
parfois plaqué en argent ou or, ou fibre de carbone plus récemment) [118]. Ce tube peut avoir
une section circulaire, rectangulaire ou encore elliptique. Le champ électromagnétique est
confiné dans cet espace et subit trés peu de pertes (Figure 22). Ce sont majoritairement des
systemes fermés qui confinent le champ, mais, plus récemment, on voit apparaitre des systémes
ouverts comme le Montena TEM 3000. Les structures comme les cellules TEM ou GTEM font
partie de cette famille. Trés versatiles, on les retrouve dans un grand nombre d’études sur la
problématique d’exposition aux ondes RF car ils permettent d’exposer tout type de contenant
[117]. En revanche leur encombrement est non négligeable comparé au volume qu’ils
permettent d’exposer. L’efficacité moyenne de ce dispositif est de ’ordre de 1 (W/kg)/W, mais
varie énormément en fonction du contenant utilisé (les valeurs maximales sont autour de 6
(W/kg)/kg). Ce systeme est plutét recommandé pour des expositions sur couche cellulaire 2D
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car ’homogénéit¢ du DAS dans la suspension cellulaire n’est pas optimale (< 30 % en
suspension contre 60 a 80% en couche cellulaire).

— -
’;'v

Figure 22: Propagation d'une onde dans une systeme dit a propagation
g

i1) Les systémes résonnants

Les systémes résonnants sont des systémes fermés permettant d’exposer aux ondes stationnaires
provoquées par la réflexion totale du dispositif. On y retrouve principalement les guides d’ondes
rectangulaires fermés par un court-circuit. Ce sont les systémes les plus compacts, et sont de
ce fait pratiques a utiliser dans un incubateur. Ils ont un bon rapport encombrement/volume
exposé et permettent d’avoir les cellules exposées et les témoins dans le méme incubateur. Leur
efficacité est trées bonne mais dépend de la fréquence d’utilisation : a 900 MHz 1,3 (W/kg)/W
[119] sur des tapis cellulaires, contre 10 (W/kg)/W pour 1800 MHz [120]. On peut arriver
jusqu’a du 70 (W/kg)/W a 2,45 GHz dans certains cas [121] mais ’homogénéité en pati.
Concernant I’homogénéité, elle dépend énormément de la localisation de 1’échantillon par
rapport aux maxima locaux des champs E et H. En positionnant bien 1I’échantillon, on obtient
une excellente homogénéité (70%) pour tout type de contenant.

i11) Les systemes rayonnants

Les systémes les plus utilisés sont les antennes cornets. Les expositions de ce type sont
principalement en champ lointain et en chambre anéchoique ce qui rend I’implémentation dans
un incubateur biologique difficile. Elles sont utilisées dans des chambres en plexiglas par
exemple a la place de I’incubateur [122]. Dans une grande partie des études, elles permettent
d’exposer beaucoup d’échantillons a la fois, mais ’homogénéité du DAS reste faible (entre
20% et 50%). Par ailleurs 1’efficacité de ce genre de dispositif est faible comparée aux autres
systémes d’exposition, avec typiquement 0,3 (W/kg)/W.

1v) Bilan sur les technologies d’expositions aux ondes RF in vitro
Nous avons ici ciblé I’aspect exposition in vitro pour les 3 familles de systémes présentés
précédemment. Ces technologies évoluent dans le temps mais a 1’heure actuelle nous pouvons

dresser un bilan des différents points sur lesquels nous souhaitons comparer ces technologies
(Tableau 9).

58



Tableau 9 : Comparatif des différents systeme d'exposition

Systemes a Systémes

Résonnants Systémes rayonnant

Efficacité typique du
DAS

Homogénéité du DAS sur
culture cellulaire 2D

60-80%

Largeur de la gamme de
fréquence d'utilisation

z . facile pour les TEM, difficile pour
Implémentation sur e antenne cornet
. difficile pour les .
incubateur ides d'onde facile pour

gu microstrip
Nombre de contenants . :
, plusieurs plusieurs
exposé

Concernant I’efficacité et ’homogénéité, elles varient énormément en fonction des études et du
systéme d’exposition. Généralement les systemes a propagation et résonnants restent meilleurs
que les antennes cornets. En revanche de par leur nature ces dispositifs restent limités sur la
gamme de fréquence d’utilisation compar¢ aux systéme rayonnants. L’ implémentation dans les
incubateurs biologiques reste difficile pour beaucoup de systémes qui sont encombrant et dont
les performances peuvent varier a 37°C. Enfin un point crucial et le nombre d’échantillons
pouvant étre exposées en simultané afin de dupliquer les conditions : ici les systémes rayonnant
sont les plus adaptés.

b) Systéme utilis€ pour application en plaque a puits ou permettant

beaucoup de conditions en parallele
Dans la littérature on retrouve quelques systémes d’expositions qui nous permettent d’obtenir
un nombre assez conséquent d’échantillons en parallele. On trouve certaines études avec de
nombreuses boites de Petri exposées simultanément mais I’encombrement est trés conséquent
([119], [123], [124]). En réduisant d’échelle, on peut mentionner des expositions sur plaque a
6,12, 24, 48 ou encore 96 puits ([125]-[130])

L’inconvénient majeur dans tous les exemples évoqués précédemment est que I’ensemble de la
plaque a puits est irradié (de maniere homogene ou non). Il faut donc avoir le méme banc de
test mais sans exposition RF pour les témoins biologiques. Les dispositifs émettant les ondes
RF utilisés ne sont pas de la méme échelle que le volume ou I'unité biologique exposée. Il
faudrait pouvoir réduire ces dispositifs et les multiplier pour adapter notre systéme d’exposition
au puits d’une plaque par exemple. L’idéal serait de pouvoir confiner le champ sur un faible
volume et pouvoir le reproduire sur plusieurs emplacements de la plaque a puits, tout en ayant
une zone non exposée pour les controles biologiques. De plus, une partie des études citées
précédemment calibrent leur dispositif uniquement de maniére numérique, ce qui pourrait
générer un biais avec la réalité.
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c) Cahier des charges de notre dispositif
Comme dit précédemment nous avons choisi de nous orienter vers une étude in vitro.

Nous devons répondre a plusieurs critéres fondamentaux pour le dispositif développé :

- Etre adapté a du consommable usuel de biologiste pour faciliter 1’analyse biologique,

- Permettre un grand nombre de conditions de test en simultané, et donc avoir une grande
puissance statistique,

- Pouvoir faire varier la puissance, la fréquence et le mode d’exposition au sein du méme
systeme d’exposition,

- Avoir un dispositif permettant une exposition calibrée et contrdlée,

- Pouvoir exposer de mani¢re homogene un tapis cellulaire 2D,

- Etre facilement implantable dans un incubateur pour des expositions dans les conditions
biologiques nécessaires aux cellules (37°C, taux d’humidité supérieur a 90% et CO; a
5%).

3) Notre systeme d’exposition aux ondes RF

a) Moyens développés pour exposer localement des cellules aux

ondes RF sur plaque a puits
Nous avons fait le choix d’utiliser des plaques a 96 puits comme type de consommable (Figure
23). En effet ces plaques sont trés utilisées dans le monde de la biologie et beaucoup de
technique d’analyse sont adaptés a ce modele. De plus 96 puits nous laissent énormément de
liberté pour multiplier les conditions lors d’un seul et méme test. Avoir des triplica d’'une méme
condition sera donc une chose aisée.
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Figure 23: Images de plaque 96 puits pour culture cellulaire

Il y a plusieurs manieres de réaliser une exposition aux ondes RF sur des cellules contenues
dans ces plaques a puits. On peut les retrouver en suspension, donc libres dans le liquide du
puits. Ces modeles cellulaires n’ont pas besoin d’adhérer & une surface pour pousser et se
développer. Ces modeles cellulaires sont plutot rares et la majorité des cellules ont besoin de se
lier entre elles et d’adhérer a une surface pour croitre. Dans ce cas, on les retrouvera en fond de
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puits, formant un tapis cellulaire. On pourra aussi citer les modeles 3D type organoides ou
sphéroides. Dans notre cas, nous utilisons des tapis cellulaires 2D.

1) Principe d’exposition

Notre principe d’exposition est simple : on souhaite placer un élément rayonnant en contact du
dessous de plaque a puits pour exposer aux ondes RF les cellules qui tapissent le fond de puits.
Cet ¢élément rayonnant sera dimensionné pour rayonner exactement sous un puits et limiter son
impact sur les puits voisins. Une chaine RF permettant la génération du signal et son
amplification sera positionnée en amont. L’idée est donc de développer une plateforme
s’imbriquant sous une plaque a puits et contenant un réseau d’applicateurs RF centrés sur les
puits. (Figure 24)

Plaque 96
puits

Milieu de culture

Cellules

Plateforme RF

Applicateur RF

Champ E.M

Cables
d’alimentation

Générateur de
signal RF

Figure 24: Schéma de principe d'exposition d'une plaque a puits a [’aide d’une plateforme d'applicateurs RF

Ce principe avait déja été développé dans 1’équipe pour I’exposition en plaque a 24 puits.
L’applicateur d’onde RF se base sur une technologie coplanaire avec 1’élément rayonnant sur
le dessus et la masse en face arriére. La partie rayonnante et isolée du plan de masse par une
ouverture dans le métal. Le connecteur SMA en face arri¢re vient se souder sur la masse et son
point chaud au centre de la ligne d’accés permettant d’envoyer le signal sur la partie supérieure
par des vias connectant les deux parties métalliques des faces avant et arriere. Ce design est en
fait un prolongement du cable coaxial. Le champ électrique se propage comme indiqué sur la
Figure 25
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Champ électrique
Elément rayonnant en

champ proche
Masse

Connecteur SMA

Cable SMA

Figure 25: Schéma de principe d'un applicateur RF alimenté par un cdble coaxial

11) Un systeme développé pour plaque a 96 puits
A Dorigine I’équipe avait déja développé cette technologie d’applicateur adapté a des plaques
a 24 puits. Quelques tests avaient été réalisés avec ces dispositifs et la preuve de concept avait
été concluante. Rapidement, on s’est rendu compte de la nécessité de multiplier les conditions
lors d’'un méme test. Pour cela, on souhaitait adapter cette technologie aux dimensions d’une
plaque a 96 puits.

Cela a été le sujet de mon stage de Master 2 au cours duquel j’ai travaillé pendant 6 mois au
design, prototypage puis tests des nouveaux applicateurs RF adaptés a une plaque a 96 puits.
J’avais mené un plan d’expérience complet pour optimiser les dimensions en fonction des
performances d’apres le logiciel de simulation électromagnétique HFSS. De plus la ligne
d’acces asymétrique alimentant I’applicateur a 24 puits générait de fortes perturbations dans les
puits situés au-dessus de celle-ci. J’ai donc déplacé le point chaud directement sous le nouvel
applicateur pour s’affranchir de ce rayonnement parasite. Cela a abouti a un premier prototype
concluant, qui a été amélioré par la suite, notamment en connectant deux applicateurs sur un
méme connecteur par une piste. Ainsi nous avons réduit le nombre de cables nécessaires pour
notre réseau d’applicateurs RF, sachant de toute facon qu’une redondance des tests biologiques
est nécessaire. Ce type d’applicateur a été utilisé en parallele du projet Nanowave par Ali
Moscatiello dans le cadre d’un autre projet, collégue avec qui j’ai beaucoup travaillé sur les
modélisations et caractérisations de ce dispositif.

Sur la Figure 26 est présenté I’applicateur dit « simple » . Il comprend un connecteur SMA qui
alimente un seul applicateur. On voit que le point chaud du connecteur SMA est directement

soudé¢ au centre de I’applicateur en face arriere. Les dimensions sont rapportées dans le Tableau
10.
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Figure 26: Schémas techniques d'un applicateur RF dit « simple » et ses dimensions: en haut, vue en coupe ; en

bas a gauche, vue de dessus ; en bas a droite, vue de dessous

Comme précisé plus haut, nous avons ensuite amélioré ce dispositif « simple » pour en faire un
« doublet », soit deux applicateurs RF alimentés par un seul connecteur via une ligne métallique

pour répartir équitablement le signal RF, comme indiqué sur la Figure 27.
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Figure 27: Schémas techniques d'un applicateur RF dit « doublet » et ses dimensions : en haut, vue en coupe ;
en bas a gauche, vue de dessus ; en bas a droite, vue de dessous

Tableau 10 : Récapitulatif des dimensions des applicateurs RF vus dans les figures techniques précédentes

Al 3,8 mm | Diamétre de I'élément rayonnant

A2 7,8 mm | Diameétre de 'ouverture de I'élément rayonnant

A3 1,6 mm Largeur de la zone de soudure pour le point chaud du céble

SMA
A4 5,8 mm | Diamétre de I'ouverture coté connecteur SMA
A5 9 mm Distance entre deux éléments rayonnant / deux puits de plaque

96 puits

A6 1,28 mm | Largeur de la piste d'alimentation du doublet

A7 3,25 mm | Largeur de I'ouverture entre piste et masse

D’apres nos premiers tests et simulations, les performances du doublet sont semblables a celles
de deux applicateurs simples juxtaposés. L’avantage est donc principalement le gain de place
et la facilité d’utilisation, puisque deux fois moins de cébles sont a connecter a la plateforme
RF.
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i11) Choix d’une configuration en ilot pour une parallélisation des

expositions RF
Comme nous 1’avons vu dans la partie du principe du systéme d’exposition RF, 1’idée est de
préparer une matrice d’applicateurs RF, qui sont positionnés sous les puits que nous souhaitons
exposer. Il faut donc choisir ou nous allons positionner nos applicateurs au regard des tests que
nous envisageons. Dans un premier temps, nous avons choisi des configurations spécifiques
mais il est bien entendu possible de préparer une plateforme avec les 96 applicateurs RF et 48
connecteurs, puis connecter uniquement ceux souhaités pour une expérience en question.

Plusieurs configurations sont envisageables avec cette plateforme, mais deux principales nous
ont paru pertinentes. La premicre est une disposition en colonne, utilisée pour le projet CELL
FI. Elle permet d’avoir 4 colonnes de 8 puits illuminés. L’objectif est d’appliquer des puissances
différentes pour chacune d’entre elles en y ajoutant des atténuateurs spécifiques a chaque
colonne d’applicateurs. Cela aboutit a 4 colonnes d’applicateurs avec la possibilité d’appliquer
4 puissances différentes. Dans le cadre de mon projet nous avons opté pour une autre
configuration, des doublets placés cote a cote. Comme on le montrera par la suite, nous faisons
face a deux problématiques pour la conception globale de la plateforme :

- Les puits de bordure de plaque a puits ne sont pas utilisables pour 1’analyse biologique
que nous avons choisie (LUCS, chapitre 3). Les conditions de culture cellulaire différent
et amene intrinsequement des disparités sur le comportement cellulaire.

- Notre applicateur RF rayonne au-dela du puits sous lequel il est positionné, et on se
retrouve avec des contributions parasites chez le premier voisin. Ceci sera montré
ultérieurement dans ce chapitre.

En prenant en compte ces deux aspects, il faut donc :

- Considérer que les applicateurs positionnés sur le bord de plaques ne seront pas
utilisables,

- Disposer les applicateurs RF pour que les contributions parasites de chacun soient
symétriques,

- Prévoir un espacement entre les contrdles biologiques et les zones d’applicateurs RF.

Le fait de positionner deux doublets cote a cote nous permet d’avoir des contributions
symétriques pour chacun des puits et donc d’homogénéiser le champ de la méme maniére sur
chacun des puits exposés dans I’flot. Un puits exposé¢ aux ondes RF sera la résultante de
I’illumination de I’applicateur situé¢ directement en dessous, des deux applicateurs voisins
directs et de celui situé¢ en diagonale.

On appellera « 1lot » cette configuration de deux doublets cote a cote.

Sur I’image a) de la Figure 28, on voit la partie supérieure de I’ilot avec les 4 éléments
rayonnants qui seront en contact avec le fond des puits (Figure 29)). Les images b) et c) de la
Figure 28 montrent la partie inférieure de I’ilot avec et sans les connecteurs SMA.
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Figure 28: Photographie d’un ilot de 4 applicateurs a) vue de dessus, b) vue de dessous sans connecteur SMA,
¢) vue de dessous avec connecteurs SMA soudés

Figure 29 : Photographie d’un ilot avec plaque a puits positionné au-dessus

Sur une méme plateforme, nous avons décidé de disposer 4 ilots ¢loignés par un espacement de
deux puits pour les isoler entre eux. Ceci nous ameéne a 16 puits illuminés simultanément sur
une plaque 96 puits. Une zone non RF est réservée sur le coté de la plaque pour y placer deux
colonnes de 6 puits, utilisées pour les contrdles biologiques positifs et négatifs. La configuration
choisie est représentée sur la Figure 30 ci-dessous.

Figure 30: Plateforme d'exposition RF comportant 4 ilots RF, positionnés sous une plaque a 96 puits
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Comme nous I’avons vu précédemment, cette plateforme RF est connectée par le dessous avec
des cables SMA. Il faut donc la surélever avec un support pour permettre I’arrivée et gérer
I’encombrement des cables placés dans la continuité des connecteurs SMA. Des trous ont été
réalisés sur le bord de la plateforme afin de la maintenir sur un support. Ces trous sont ensuite
polis de maniére conique afin que les vis ne dépassent pas de la plateforme. Un support découpé
dans du PLA a été préparé, dans lequel nous avons laissé une ouverture pour permettre I’arrivée
des cables parallelement aux connecteurs, sans utiliser d’adaptateurs coudés. La plateforme est
fixée a ce support par des entretoises et des vis. (Figure 31)

'
¥

Figure 31: Schéma de principe et photographie de la plateforme placée sur son support

Les incubateurs commerciaux sont munis de plaques métalliques que 1’on positionne comme
on le souhaite a différent étages de I’incubateur. L’inconvénient de ces plaques est qu’elles ne
sont pas forcément trouées la ou on le souhaite. II est alors difficile dans notre cas d’optimiser
la gestion des cables SMA pour notre plateforme RF. Nous avons donc fait fabriquer par le
personnel de I’atelier mécanique du LAAS des plaques en polymeére partiellement ouvertes de
la méme maniére que les supports de PCB pour laisser passer les cables RF, comme indiqué sur
la Figure 32.
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Figure 32: Plaque d'incubateur adaptée pour laisser passer les cables RF

b) Description de notre banc d’exposition aux ondes RF

1)Eléments clés de notre banc d’exposition aux ondes RF
Afin d’alimenter nos applicateurs RF, il faut une chaine RF en amont. Celle-ci est constituée
initialement par un générateur de signal ou synthétiseur RF. Nous avons opté pour un Transcom
G6. Ce générateur présente une large bande de fréquence allant de 10 MHz a 6 GHz, et peut

simuler des signaux typiques de systémes de communications comme GSM, EDGE, CDMA ou
encore LTE.

O ) TRANSCOM G6 Vector Sgnal Generator

10MHz 10 6GHZ

e e @

Type Vector Signal Generator
Equipment Type Benchtop
Configuration USB / computer controlled
Frequency 10MHz to 6 GHz
Resolution 1Hz
Modulation BPSK, QPSK, OQPSK, 8-PSK, QAM, MSK, FSK
Output power -110 to 10 dBm
Phase Noise -104 dBc

Number of channels 1

Power requirements 220V
Harmonics -30 dBc

Spurious -55 dBc
Dimension 180x50x290 mm

Figure 33: Photographie et caractéristiques du générateur de signal sélectionné, Transcom G6

Ensuite vient notre amplificateur RF ZHL-20W-202-S+ de chez Minicircuit qui est alimenté en
DC par une alimentation BK precision 9104. Cet amplificateur posséde un gain de +45 dBm.
Notre choix s’est porté sur cet amplificateur pour plusieurs raisons. Notre systéme d’applicateur
RF est mal adapté a notre fréquence de travail et n’est donc pas chargé en 50 ohms. Notre circuit
est donc quasiment ouvert. Cet amplificateur a 1’avantage de pouvoir supporter des circuits
ouverts. En plus de cela, nous ajoutons un isolateur a sa sortie pour éviter toute onde réfléchie
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pour protéger 1’amplificateur et le générateur. Compte tenu de la forte réflexion de nos
applicateurs RF, I’amplificateur doit étre assez puissant pour pouvoir atteindre les seuils

d’exposition que nous voulons atteindre.

Parameter min typ max unit
Frequency Range 20 2400 MHz
Gain 44 53 56 dB
Gain Flatness - +2 +2.7 dB
Output Power at 3dB compression - +39 dBm
Output Power at saturation 42 +45 dBm
Noise figure 10 - dB
Output 3rd order intercept point - +45 - dBm
Input VSWR - 2 - 1
Output VSWR 3.5 1
DC supply voltage - 28 30 \"
Supply current - 4 7 A

Figure 34: Photographie et caracteristiques de ['amplificateur RF sélectionné, ZHL 20W 20 25+ de Minicircuit

Notre plateforme RF dispose de 8 doublets RF. Pour I’alimenter complétement, il faut donc 8
cables SMA. Pour cela on ajoute a notre chaine RF un diviseur de puissance de 1 vers 8 qui
nous permet d’alimenter de manicre égale les applicateurs. Nous avons choisi un diviseur de
puissance PULDAS PS8 05 454/2S (2-4 GHz) adapté a notre fréquence et qui peut supporter

jusqu’a 30 W en entrée.

Nous avons calibré notre amplificateur en Ps/Pe a la fréquence des tests, 2.3GHz. La puissance
en sortie de I’amplificateur a ét¢ mesurée a I’aide d’un power meter Anritsu ML2437A et d’une
sonde Anritsu MA2474D. Puis on trace cette puissance en fonction de la puissance en sortie du
générateur de signal (de -40 a 0 dBm).
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Figure 35: Caractérisation de l'amplificateur choisi Ps=f(Pe) a 2,3 GHz

Nous observons bien un comportement linéaire qui vers les hautes puissances tends vers la valeur limite

de I’amplificateur a 45 dBm.
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i1) Conditions biologiques a assurer aux cellules

Nous avons défini avec ’ANSES un cadre d’exposition pour nos tests. Le type d’expositions
auquel nous sommes quotidiennement confrontés est trés complexe, varie en fonction des lieux
fréquentés, de notre localisation sur le territoire, de notre mode de vie etc. Imiter une exposition
réelle pour nos tests est donc impossible. Nous avons défini ce que I’on considére comme pire
cas : une exposition continue a des puissances non négligeables, et aussi supérieures aux normes
européennes. Il sera bien entendu difficile de faire le paralléle entre une exposition variable sur
des années pour un organisme complexe comme un étre humain et notre exposition de quelques
heures sur cellules humaines issues de lignées cancéreuses. En revanche si lors de nos tests nous
observons une toxicité, nous pourrons investiguer les mécanismes cellulaires qui rentrent en jeu
dans ce cas d’exposition aux ondes RF.

Pour revenir sur les parameétres de nos tests : la fréquence est fixée a 2,3 GHz tandis que la
puissance d’exposition varie pour évaluer des seuils de 0,2, 2 et 20 W/kg en termes de DAS.
Le DAS (débit d’absorption spécifique) sera détaillé dans la partie suivante. Nous allons faire
nos tests sur 24h puis 48h. Enfin nous exposerons plusieurs modeles cellulaires, cohérents avec
des expositions plausibles.

Lors de I’exposition les cellules seront disposées au fond des puits sous forme de tapis cellulaire
2D. L’objectif de cette étude n’est pas de s’intéresser a des modele 3D qui sont beaucoup plus
complexe a mettre en ceuvre mais aussi a analyser. Dans cette optique nous caractériserons par
la suite notre moyen d’exposition aux ondes RF pour le type de configuration cellulaire 2D. Les
cellules ont besoin d’étre plongées dans du milieu de culture pour les maintenir en vie : celui-
ci apporte les nutriments nécessaires a leur survie et permet les échanges gazeux avec
I’extérieur. Les liquides interagissent fortement avec les champs électromagnétiques en
particulier dans le spectre des micro-ondes. Il faut donc prendre en compte le volume de liquide
de ce milieu de culture. Comme ce sera évoqué également dans le chapitre suivant dans la
section traitant de la co-exposition aux ondes RF et a des nanomatériaux, nos travaux se sont
déroulés en collaboration avec I’entreprise Anti Oxidant Power composée de chercheurs
biologistes spécialisés dans la détection de perte d’homéostasie lors de toxicités diverses a
I’aide de la technique dite LUCS brevetée qui leur est propre. Les développements de notre
systéme d’exposition RF sont réalisés en collaboration avec ces collégues. Ainsi, nous avons
déterminé ensemble de maniere empirique qu’un volume de 100uL de milieu de culture pour
les cellules en plaques 96 puits est nécessaire a la stabilité des cellules lors d’expositions durant
24 a 48h. Les tests nous ont montré que si ce volume est trop faible, une évaporation apparait
et devient importante, entrainant une mort cellulaire accrue. A I’inverse si le volume est trop
¢levé, la hauteur de liquide est trop importante pour permettre les échanges gazeux entre 1’air
de I’incubateur et le tapis cellulaire en fond de puits. Ceci provoque une hypoxie des cellules et
donc la mort cellulaire. De plus, les tests sont effectués dans un incubateur biologique a 37°C,
avec une hygrométrie supérieure a 90% et 5% de CO2 afin d’apporter un environnement
propice a une prolifération cellulaire normale.
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111) Description globale du banc d’exposition aux ondes RF

Le banc d’exposition aux ondes RF peut étre décomposé en 2 parties, I’une correspondant a la
chaine de génération des ondes RF, tandis que la seconde est constituée de notre plateforme
d’applicateurs RF au sein d’un incubateur, afin d’étre compatible avec des conditions de
prolifération cellulaire. La température initiale est donc de 37°C avec un environnement en CO;
de 5% et un taux d’humidité supérieur a 90%, conditions idéales pour les cellules et la
stabilisation en pH du milieu de culture. Les applicateurs précédemment présentés sont
alimentés par une chaine RF composée comme suit (Figure 36).

- Un générateur de signal (1) utilisé en mode continuous wave (CW) en début de chaine
qui génere I’onde RF.

- Un amplificateur RF (2) dispos¢ a sa sortie permet d’atteindre la puissance nécessaire a
nos tests.

- Unisolateur (3) est ajouté a la suite de cet amplificateur afin d’éviter toute onde réfléchie
des applicateurs vers ’amplificateur et le générateur afin de les protéger.

- Enfin pour connecter I’amplificateur aux 8 doublets RF de la plateforme d’exposition,
un diviseur de puissance 1 vers 8 (4) est intégré.

_________________ Incubateur
Ordinateur E ﬂ@ QO ‘:
@ A @ i
5 b —\ OO OO |
(o] ] 1
¥ | /Op !

Applicateur RF

Figure 36: Synoptique du banc d'exposition RF

Les ¢léments présentés précédemment sont indiqués sur la Figure 36 qui présente la photo du
banc d’exposition RF en Figure 37.
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Alimentation DC .
Pour amplificateur RF Synthétiseur RF

Plateforme
d’exposition avec
3 applicateurs RF

Figure 37: Banc de test avec plateforme d'exposition RF

Avant toute exposition de cellules, ce banc doit étre calibré, c’est a dire que ses caractéristiques
dosimétriques doivent étre définies.

4) Grandeur évaluée pour caractériser notre
exposition RF : le Débit d’Absorption Spécifique
(DAS)

a) Introduction du DAS et des seuils autorisés

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, nous cherchons a développer un systéme
d’exposition RF calibré. 1l faut donc calibrer notre dispositif sur une grandeur physique
pertinente aux vues de notre objectif. Déterminer de maniére quantitative la « dose » de cette
grandeur physique administrée pour I’objet d’étude s’appelle la dosimétrie. Pour une exposition
a des ondes électromagnétiques, il s’agit d’évaluer la quantité d’énergie absorbée par 1’objet
exposé. Pour cela, il s’agit de s’intéresser au Débit d’Absorption Spécifique - DAS, dans la
gamme de fréquence étudiée, a savoir a quelques GHz. Au-deld d’une dizaine de GHz, la
densité de puissance en W/mm? est investiguée étant donné que la pénétration des ondes
¢lectromagnétiques décroit fortement avec la fréquence, ce qui aboutit essentiellement a une
interaction avec les organes en surface du corps humain. Dans notre cas, nous avons axé notre
¢tude a 2,3 et 2,45 GHz. En conséquence le DAS est le parameétre de dosimétrie a utiliser.

Il se définit comme la quantité d’énergie électromagnétique absorbé par unité de masse de
I’objet étudié. Il s’exprime en [W/kg]. Cette grandeur sert a la définition de seuils pour la mise
sur le marché des appareils radioélectriques et notamment des téléphones mobiles. En France,
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ces appareils sont soumis aux niveaux évalués par la Recommandation du Conseil Européen
1999/519/CE du 12 Juillet 1999, relative a la limitation de I’exposition du public aux champs
¢lectromagnétiques (de 0 Hz a 300 GHz). La réglementation francaise a repris ces seuils dans
I’arrété du 8 octobre 2003, qui a été mis a jour le 01 Juillet 2020 : NOR :INDI0320366A. « Les
équipements radioélectriques dont la puissance d'émission est supérieure a 20 mW (13dBm) et
dont il est raisonnablement prévisible qu'ils seront utilisés a une distance n'excédant pas 20 cm

de la téte ou d'une autre partie du corps humain, ne peuvent étre mis en service que s'ils

respectent les spécifications techniques annexées au présent arrété ». Ces seuils sont indiqués

dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Récapitulatif des normes européennes liées au DAS

DAS moyen (corps DAS local téte et DAS local membres
Fréquence entier) (W/kg) tronc (W/kg) (W/kg)
100 KHz- 10 GHz 0,08 2 4

- Le DAS corps entier est mesuré pour des expositions sur I’ensemble du corps, plutdt
pertinent pour les sources ¢loignées comme les antennes relais.

- Le DAS téte : correspond a une utilisation lors d’un appel, lorsque le téléphone est
proche ou en contact avec I’oreille ou la joue et selon des angles spécifiques de 15°.

- Le DAS tronc est considéré lorsque le téléphone est rangé dans la poche d’une veste ou
dans un sac. Jusqu’en 2016 les constructeurs pouvaient réaliser leurs mesures de DAS
tronc librement entre Omm (contact du corps) et 25mm. Cette distance a été revue a
Smm maximum compte tenu de la réalité¢ des pratiques et usages des téléphones
connectés constamment.

- Le DAS membre est adapté pour des situations comme lorsqu’on tient le téléphone dans
la main, un brassard de sport ou une poche pres du corps

Ces valeurs sont obtenues pour une moyenne sur 10g de tissu et une exposition de 6min.

b) Mode¢le théorique de DAS
Le DAS peut étre déterminé a partir de 3 grandeur physiques :

- Le champ électrique E :

- La densité de courant J :

- L’incrément thermique généré par les ondes radiofréquences :

DAS = ¢ % quand t=>0
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Sachant que le champ ¢électrique et la densité de courant sont directement liés par la formule,
J=o0.E,

Ou o est la conductivité électrique du tissu (S/m), p la masse volumique du tissu (en kg/m?),
dT/dt la dérivée de la température dans les tissus par rapport au temps (en K/s) et ¢ la capacité
thermique du tissu exposé (en J/(kg.K)).

Par la mesure du champ électrique, il est possible de remonter a la valeur du DAS. Il existe des
sondes spécifiques pour ces mesures. Un exemple de cette méthode sera détaillé dans la partie
suivante.

En revanche la 3™ formule du DAS qui prend en considération I’incrément thermique est
spécifique aux ondes radiofréquences. En effet, les matériaux diélectriques soumis a un champ
¢lectromagnétique dans la gamme des ondes RF vont s’échauffer. Ceci est lié au processus de
relaxation qui s’effectue a I’échelle microscopique. Dans les matériaux non conducteurs, les
particules chargées (dipoles) vont interagir avec le champ électrique de ces ondes haute
fréquences. Ces dipdles vont s’aligner continuellement avec la direction du champ électrique
qui oscille et donc se réorienter en permanence (Figure 38) . Ce phénoméne appelé rotation
dipolaire va générer un échauffement au niveau macroscopique par la friction molécule-dipole
et dipole-dipole.
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Figure 38 : Schéma de principe de la rotation dipolaire de la molécule d'eau sous un champ électrique

Electric field

C’est ce phénomene qui est étudié¢ expérimentalement pour remonter a la valeur du DAS.

Il faut savoir que cette montée en température est composée de 2 phases mettant en jeu des
phénomenes physique bien différents :

- Une premiére phase dans les instants courts s’apparente a une droite. Cette montée quasi
linéaire sur les premicres secondes est directement reli¢e au DAS. Elle apparait
instantanément au moment ou les onde RF sont appliquées. C’est pour cela qu’il faut se
placer a t=0 dans la formule pour déterminer le DAS a partir de I’incrément thermique.

- Viennent ensuite au bout d’une minute environ les échanges thermiques a long terme
qui deviennent largement majoritaires. Ces derniers sont liés a la convection, conduction
et évaporation du milieu. Nous évoquerons plus en détail ces échanges, et comment
nous les avons modélisés mathématiquement dans la suite de ce chapitre. Grace a ces
¢changes thermiques 1’objet exposé atteint finalement une limite d’échauffement.
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Sur la Figure 39 on peut distinguer les différentes phases de I’¢lévation de température causée
par I’application d’ondes RF. La phase (1) correspond a 1’état initial, avec un équilibre
thermique dans le milieu et I’environnement sans application des ondes RF. Avec I’application
des ondes RF au début de la phase (2), la température monte rapidement. Puis rentrent en jeu
les phénomeénes thermiques classiques pendant la phase (3). Enfin la température se stabilise a
une valeur limite lorsque le systéme atteint son équilibre thermique (4). L’écart en température
entre les états 4 et 1 défini I’incrément thermique.

40 i i i
(1) () (3) : (4)
39.5 | I '
1 I
1 I 1
I I 1
3 L :
L/ I 1
% 38 5 E | E (1) Avant application des RF
57 ! ! : (2) Echauffement lié au SAR
';' - ' : : (3) Echanges thermiques par conduction,
g i : : convection et évaporation
= 375 ' : i (4) Saturation, équilibre thermique
o | |
° 1 1
37 : :
o |
50.° 1 1 1
0 | i 500 1000 1500 2000 2500
i i i Temps (s)
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Figure 39 : Courbe représentant l'évolution de la température d'un échantillon liquide soumis aux ondes RF et
les différentes phases associées a ce phénomene

c) Méthode de détermination du DAS:

1) Par mesure du champ ¢électrique :
Dans un premier temps nous allons nous intéresser a une méthode commune pour déterminer
le DAS en analysant le champ électrique avec une sonde. C’est typiquement de cette manicre
que L’ANFR (Agence Nationale des Fréquences) évalue les équipements utilisant les ondes
radiofréquences qui sont mis sur le marché. Elle suit un protocole de test bien défini visant a
comparer les performances d’un appareil aux seuils en vigueur. Ces tests visent a simuler une
exposition de I’appareil testé dans des conditions réelles d’utilisation.

Ce sujet est d’actualité puisque le 12 septembre 2023 I’ANFR a demand¢ le retrait de I’iPhone
12 car ce dernier ne répondait pas aux criteres de conformité définis par la réglementation
européenne. Comme indiqué dans le Tableau 11,Tableau 10 la limite de DAS membre est fixée
a4 W/kg pour les fréquences de téléphonie mobile. Aprés mesure des performances de I’iPhone
12 par I’ANFR, la valeur mesurée était de 5,74W/kg, bien supérieure a la valeur limite autorisée.
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Pour ses tests, I’ANFR mesure les DAS a plusieurs modulations et fréquences utilisées dans les
télécommunication (GSM, UMTS ou encore LTE). La Figure 40 représente un schéma de leur
banc d’essai :

,’ Electro-Optical Coupler

Warning Lamp

Y DAE
/ Field Probe

(with surface detect)

issue

Remote Control simulating Liquid

Phantom

Device
under Test

Robot Controler

7

Device Holder ™~

Figure 40 : Schéma du banc de test de I'ANFR pour la détermination du DAS

Un bras robotisé (en orange) maintient une sonde de champ électrique, et permet un contrdle
selon 6 axes de la position de la sonde. Cette sonde est plongée dans un « fantome », silhouette
humaine remplie de liquide pour reproduire les propriétés diélectriques du liquide cérébral ou
les tissus musculaires. L’appareil analysé est positionné (DUT, device under test) sous ce
fantome (SAM) a une distance de Smm.

Le logiciel de mesure vient ensuite donner le scan du volume analysé et la valeur d’intérét est

le DAS moyenné sur 10g autour de la valeur maximale. Sur la Figure 41 la valeur retenue est
donc 0.566 W/kg.
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HSL - 5 mm/Front position - Middle 0Omm/Zoom Scan (5x5x7)/Cube 0:
Measurement grid: dx=7.5mm, dy=7.5mm, dz=5mm
Reference Value = 32.022 V/m; Power Drift = -0.04 dB
Peak SAR (extrapolated) = 2.01 W/kg
|SAR(10 g) = 0.566 Wlk-g) |
Maximum value (measured) = 1.45 W/kg
dB

-3.00

-6.00

-9.00

-12.00

-15.00

0dB =1.45 W/kg = 1.61 dBW/kg
Additional information:
|position or distance of DUT to SAM: 5 mm |
ambient temperature: 24.5°C; liquid temperature: 23.9°C

Figure 41 :Exemple de visualisation du DAS apres analyse par le logiciel de mesure de ’ANFR

i1) Par mesure de I’incrément thermique :

Dans notre cas comme nous I’avons vu plus haut, nous cherchons a évaluer le DAS d’un seul
puits d’une plaque a 96 puits. Compte tenu des dimensions de ce dernier (diamétre de 6mm) il
est impossible d’y positionner une sonde en champ ¢lectrique dont la dimension est de 1’ordre
de plusieurs centimetres. Nous nous sommes intéressés a déterminer le DAS
expérimentalement par une mesure thermique. D’apres 1’étude de [131], [132] les résultats
obtenus a partir d’'une mesure de champ sont similaires a ceux obtenus par la mesure en
température.

Puit
Milieu de
culture
Champ
électro-
magnétique
Tapis cellulaire 2D
(5um haut)
Applicateur
— RF

Figure 42: Schéma de principe de l'exposition dans la configuration de notre applicateur RF avec un tapis cellulaire en fond
de plaque a puits

Sur le schéma Figure 42, j’ai représenté la situation de I’exposition sur le tapis cellulaire situé
en fond de plaque a puits, le milieu de culture et le champ électromagnétique produit par
I’applicateur RF. Ce schéma n’est pas a I’échelle : la hauteur du puits est de 1 Imm, son diameétre
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de 6mm et la hauteur du tapis cellulaire de Spm. Notre objectif est donc de mesurer
I’échauffement généré en fond de puits, dans le tapis cellulaire..

5) Dosimétrie numérique

Avant toute chose, nous voulons modéliser notre dispositif sur un logiciel de simulation
¢lectromagnétique. Cette modélisation nous fournit des données instructives sur le
comportement de notre dispositif ainsi qu’une premicre prédiction du DAS. Nous présenterons
les mesures expérimentales du DAS dans la partie suivante celle-ci.

a) Mod¢lisation 3D

Nous avons décidé de modéliser notre dispositif sur un logiciel de simulation
¢lectromagnétique, HFSS de chez Ansys. La simulation du comportement de notre applicateur
RF a de nombreux avantages et permet de servir de base pour sa caractérisation. On peut
rapidement faire varier les paramétres comme la fréquence, la puissance, les dimensions etc...
et donc avoir une premiére vision du comportement de notre dispositif. De plus ce logiciel est
doté d’une fonctionnalité qui nous permet d’accéder directement au DAS. On pourra donc
comparer par la suite nos modélisations avec les valeurs expérimentales obtenues a partir de
I’incrément thermique.

En amont nous avions travaillé avec Ali Moscatiello sur la modélisation des applicateurs
simples et du doublet. J’ai continué ces travaux pour les adapter a ma configuration en ilot : a
savoir deux doublets cote a cote.

Nous allons donc simuler un ilot complet incluant les puits situés autour. Voici les différents
¢léments que nous avons modélisé pour la simulation :

- Le connecteur SMA aliment¢ par la source d’excitation

- Le PCB contenant deux doublets RF en formation ilot, composé d’une couche de FR4
entre deux couches de cuivre reliées par des vias

- La plaque a puits en polystyréene d’aprés les dimensions de la datasheet. Elle est
positionné a 200um au-dessus du PCB dans les simulations qui suivent. En effet dans
de précédents travaux nous avions estimé un gap d’air entre 100pm et 200pum. Nous
verrons par la suite que cet écart a été sous-estimé.

- Le liquide situé dans tous les puits modélisés (puits illuminés et voisins). Nous avons
défini la hauteur de liquide correspondant au volume de 100puL que 1’on a choisi.

- Une boite d’air contenant tout ce qui précede.

On associe a chacun de ces ¢éléments un matériau qui a ses propres caractéristiques intrinséques,
notamment diélectriques. Nos modélisations doivent étre effectuées dans les méme conditions
que les tests, et on sait que la permittivité diélectrique d’un milieu dépend de sa nature, de la
fréquence d’exposition mais aussi de la température. Nous détaillerons la démarche mise en
ceuvre pour déterminer la permittivité du DMEM a 37°C dans le Chapitre 3 3)c).

78



Sur la Figure 43 est représenté notre modele 3D d’étude :

Figure 43: Modélisation 3D d'un ilot de la plateforme d'exposition RF avec puits remplis de DMEM

Sont représentés en jaune les parties métalliques de notre plateforme. On y distingue au centre
les 4 applicateurs formant I’ilot. Nous avons modélisé les puits selon la datasheet de la plaque
a puits utilisée (Costar Corning Incorporated 3596). Ils sont remplis de 100pL. de DMEM

(cylindre de hauteur correspondant au volume souhaité). Sur la partie inférieure nous avons
modélisé les connecteurs SMA avec lesquels nous assignons les excitations.

Nous avons fixé 3 parametres qui nous permettront de caractériser notre dispositif :

L’efficacité : DAS maximal ramené a 1W (30dBm) de puissance en entrée au niveau
des connecteurs SMA. C’est un parametre qui nous permet de normaliser notre valeur
du DAS par rapport a une référence, ici une puissance de 1W. On I’exprime en
(W/kg)/W.

L’homogénéité : variation du DAS dans un rayon de 2mm autour du centre du puits
illuminé. En effet pour notre méthode d’analyse biologique par LUCS, la zone observée
est un disque de rayon 2mm autour du centre. Au-dela de ce disque on ne fait pas
d’analyse pour s’affranchir des effets de bord qui pourraient avoir lieu aux extrémités
du puits (reflets, tapis cellulaire moins homogeéne)

L’isolation : rapport entre le DAS maximal dans le puits illuminé et le DAS maximal
dans les puits voisins. C’est une donnée importante qui nous permettra de justifier ou
non [’écart laissé entre les zones ou sont situées les applicateurs et les contrdles
biologiques.
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Ces parametres seront aussi analysés de maniere expérimentale, on pourra donc les comparer
aux simulations.

Notre zone d’intérét est le fond du puits ou se situe le tapis cellulaire sur lequel nous appliquons
notre champ électromagnétique. Pour ce faire nous avons fixé un plan horizontal & Spm au-
dessus du fond des puits (dans le milieu de culture donc) pour y déterminer le DAS.

b) Analyse du DAS maximal, de I’homogénéité et de I’isolation

a\
)

Figure 44: Vue de dessus du modele 3D avec différentes lignes d'analyse du DAS situéesa Sum au dessus des applicateurs
RF

Nous allons déterminer le DAS suivant 4 lignes qui nous permettrons d’estimer les
caractéristiques de notre dispositif (Figure 44). Ces lignes passent dans le DMEM, a Sum au-
dessus du fond de puits. La premicere (en rouge) coupe les puits exposés au RF en leur centre.
Une deuxiéme coupe les puits exposés mais cette fois ci, désaxée a 2mm (ligne bleue). Enfin
les deux autres lignes nous permettent d’avoir les valeurs du DAS dans une rangée voisine
désaxée a 2mm en direction des puits exposés alimentés par les RF (verte) et une autre centrée
sur les puits voisins (jaune).

Ci-dessous la répartition du DAS a Sum du fond des puits selon les plans (Oxy) (vue de dessus
Figure 45) et selon (Oyz) (vu de coté Figure 46). La fréquence de simulation est fixée a 2,3
GHz.
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Figure 45: Répartition du DAS dans le plan a Sum au dessus des applicateurs RF
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Figure 46: Répartition du DAS en coupe par le milieu des applicateurs RF
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Figure 47: DAS simulé sur les lignes précédemment évoquées

Sur la Figure 47 on a tracé le DAS selon les lignes présentées dans la figure X. Les valeurs
maximales de DAS sont obtenues au centre des puits exposés (67,1 W/kg). A 2mm du centre,
le DAS diminue d’environ un facteur 2. (37,3 W/kg). Comme les valeurs au niveau des puits
voisins sont trés faibles, on va tracer ce graphique en échelle logarithmique pour se rendre
compte de ces écarts. (Figure 48)
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Figure 48 : DAS en simulé sur les lignes précédemment évoquées en échelle log

On voit que le DAS dans les puits voisins est également moins homogene, mais les valeurs
restent tres faibles. Elles diminuent quand on s’éloigne de la source RF. On remarque aussi des
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effets de bords plus marqués pour les puits exposés. Pour nos comparaisons on ne tiendra pas
compte de ces effets de bord. Les valeurs de DAS obtenues dans les voisins se situent aux
alentours de 0,7 W/kg.

Tableau 12: Bilan des valeurs selon les criteres de caractérisation définis : efficacité, homogénéité et isolation déterminés de
maniére numerique

Efficacité 67,1 £ 3,1 W/kg pour 1W appliqué
Homogénéité 55% du DAS max a 2mm
Isolation <1% du DAS max dans les puits
voisin

L’efficacité obtenue d’apres la simulation est trés élevée comparée aux travaux que nous avons
vu dans la littérature [117]. L’homogénéité est cependant moins bonne, le DAS diminue
quasiment de moitié¢ sur 2mm. Quant a 1’isolation elle est trés bonne, le DAS dans les puits
voisins vaut le centiéme de celui des puits exposés. Nous allons maintenant vérifier
expérimentalement, si les valeurs des simulations correspondent avec la réalité.

6) Dosimétrie expérimentale

A) Principes généraux mis en ceuvre

a) Caractérisation par ¢échauffement thermique
Comme évoqué précédemment, nous allons déterminer le DAS en mesurant expérimentalement
I’incrément thermique provoqué par les ondes RF.

Le graphique exposé en Figure 49 est le résultat d’une acquisition faites avec le protocole décrit
juste apres. Comme vu précédemment on remarque tout d’abord un palier de 180s a 37°C. En
effet nous attendons que le systeme soit stabilisé a une température constante pour lancer
I’expérience. On va ensuite enclencher les ondes RF produites par le synthétiseur et
instantanément la température va augmenter de manicre quasi linéaire. C’est la portion de
courbe d’intérét qui va nous amener a la valeur du DAS. A partir de 300s (2min d’application
de RF), on voit une diminution lente de la pente, associée aux échanges thermiques qui rentrent
en jeu et deviennent majoritaires. Enfin la courbe va se stabiliser a une valeur limite d’équilibre
thermique.
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Figure 49 : Profil thermique relevé expérimentalement lors de l'application des ondes RF sur un liquide

Cette acquisition est réalisée sur 40min. Pour la caractérisation du DAS de notre dispositif on
ne va pas attendre la stabilisation en température de la courbe pour nos mesures : 10min
suffisent amplement pour déterminer le DAS a partir de la tendance a I’origine. On garde tout
de méme une dizaine de minutes pour avoir assez de points afin que le modele mathématique
de régression soit correct. On détaillera le modele choisi plus en détail partie 6)B)c). On gagne
ainsi du temps pour l’acquisition, et la température du milieu redescend plus rapidement
permettant des mesures successives avec un temps d’attente plus faible entre chaque
acquisition.

b) Problématiques li¢es a la détermination expérimentale du

DAS dans notre configuration
Le principe est simple. On utilise un capteur de température que I’on va placer dans notre puits
rempli de 100uL de DMEM, de maniére orthogonale au fond de puits, et au maximum en
contact avec le fond du puits, zone d’intérét ou sera situé le tapis cellulaire.

On voit apparaitre ici deux paramétres importants qui dépendent de notre configuration
d’exposition :

- Le capteur en température : quel type de capteur allons-nous choisir pour avoir la
meilleure mesure dans nos conditions de test. Un comparatif de deux type de capteurs
usuels sera détaillé dans la partie 6)B)b). Dans cette partie nous allons décrire nos
mesures avec un capteur type fibre optique OTG420M de chez OPSENS.

- La position de ce capteur : comment maintenir efficacement notre capteur dans une
position stable, en centre et fond de puits ?

Auparavant nous utilisions des micro-positionneurs pour maintenir la sonde FO. Encombrants
dans I’incubateurs, difficilement manipulables, et n’ayant pas une prise solide sur la FO ce
n’était clairement pas le support idéal pour nos tests. J’ai alors eu 1’idée de simplifier ces
supports pour les adapter a la plaque a puits. Avec I’aide de Julie Foncy du multifab du LAAS-
CNRS, une plateforme dédiée a I’impression 3D en résine, ainsi qu’Ali Moscatiello qui
rencontrait la méme problématique pour ses tests, nous avons développé un dispositif simple et
efficace. C’est une sorte de bouchon que 1’on pose au-dessus du puits. Ce bouchon est pourvu
d’un trou aux dimensions de la FO dans lequel on y glissera cette derniére. (Figure 50) La sonde
¢tant rigide elle se situera perpendiculairement au fond du puits. De plus on sait qu’elle est en
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fond de puits lorsqu’on arrive en butée. On peut alors fixer la position de la sonde avec un bout
de parafilm qui vient joindre le bouchon a la partie supérieure de la sonde. Apres plusieurs
prototypes et une optimisation des dimensions de la bordure du bouchon ainsi que du diametre
de I’orifice nous avons validé la conception de ce support de capteur thermique. Comme évoqué
précédemment dans la partie simulation numérique, on souhaite déterminer ’homogénéité de
notre dispositif, & savoir le DAS dans un rayon de 2mm autour du centre. L’avantage des
supports développés c’est que I’on peut réaliser I’orifice a 2mm du centre, et cela devient
enfantin de positionner notre sonde dans la position voulue. Nous avons donc réussi a optimiser
le positionnement de notre sonde, faciliter la mise en place de la mesure et gagner énormément
de place dans I’incubateur.

Sonde

Support

)
Puit

DMEM
3

Figure 50: Schéma de principe du support permettant l'adaptation d'un capteur thermique au puits

Ce type de bouchon a aussi été adapté pour les applicateurs 24 puits que nous avions évoqués
plus haut aux dimensions de la plaque a puits associée. (Figure 51)

Figure 51: Images des bouchons 96 puits et 24 puits imprimés en résine

Nous avons désormais un banc RF permettant d’exposer aux ondes RF le liquide contenus les
puits de plaque. Nous avons intégré un capteur en température largement utilis¢ dans la
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littérature et développé un systéme de support adapté a nos conditions d’exposition. Il nous faut
maintenant un protocole d’exposition ainsi qu’une méthode d’analyse des données thermiques
receuillies.

c¢) Protocole d’exposition pour la détermination du DAS
Nous avons défini les conditions d’exposition comme suit :

- La fréquence est fixée a 2,3 GHz,

- Mode d’exposition en CW,

- Puissance en entrée d’applicateur RF peut varier en fonction des mesures que I’on
souhaite effectuer, mais généralement on se place entre 21 dBm et 33 dBm,

- Les puits exposés ainsi que les voisins sont remplis avec 100puL de milieu de culture,

- On se place en incubateur a 37°C, humidité >90% et 5% de CO2.

Avec ces conditions nous allons suivre le protocole suivant. Dans un premier temps on remplit
les puits avec le milieu de culture et on place la plaque sur notre PCB contenant les applicateurs
RF. On positionne ensuite sur ce puits notre support bouchon muni de la fibre optique. Le
bouchon est maintenu sur le puits par un fin liserai de parafilm qui borde le rebord du bouchon.
On vient enfoncer la fibre optique jusqu’a arriver en contact avec le fond du puits. On ferme
I’incubateur et on lance une premiere acquisition de la température : cela nous permet de savoir
quand la température sera stabilisée. Une fois 1’incubateur et le liquide des puits arrivés et
stabilisés a 37°C on peut lancer I’expérience. On déclenche un minuteur de 3 minutes en méme
temps que I’acquisition en température. De ce fait on aura un palier a 37°C qui nous permettra
de bien visualiser I’enclenchement des RF. Arrivé au bout de ces 3min on enclenche les RF.
On observe alors le début du phénomene décrit précédemment, la température monte
rapidement. Au bout de 10 minutes, on stoppe I’acquisition de la température puis on arréte les
RF. Nous avons en fin de compte le profil thermique souhaité avec un palier de 3min a 37°C.

Pour I’analyse de la courbe et donc la détermination du DAS, plusieurs méthodes sont
envisageables. Elles seront évoquées dans la partie 6)B)c)

B) Optimisation des matériels et techniques de traitement
de donnees

a) Choix des capteurs en température
Dans la littérature on retrouve de nombreux type de capteurs en température pour la
détermination du DAS, on y retrouve notamment :

- Les caméras infrarouges [133],
- Les cristaux liquides thermochromiques [134],

Les capteur electro-optique fibrés [135],
- Les thermocouples [136],

Et les sonde a fibre optique que nous utilisons habituellement dans 1’équipe. [127]
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Compte tenu de notre savoir-faire avec les fibres optiques nous avons choisi un capteur
répondant a un cahier des charges similaire, a savoir en contact avec le liquide, avec de faibles
dimensions, pratique d’utilisation et pouvant s’adapter aux bouchons support que nous avons
développé. Notre choix s’est orienté vers les thermocouples. Nous avons choisi de comparer
ces deux types de capteurs pour évaluer leur réponse dans le cadre de nos mesures.

Nous allons nous intéresser ici a la comparaison entre le modele de fibre optique (FO)
OTG420M de chez OPSENS et les thermocouple (TC) 75um de chez RS component (Figure
52).

Figure 52: Image a fort grossissement du TC et de la FO

Cette fibre optique est dotée d’un cristal de GaAs (Arséniure de Gallium) et utilise la
technologie de bande interdite sensible a la température du cristal. Elle est congue spécialement
pour des environnements énergétiques sous haut voltage ou interférence électromagnétiques.
Elles sont censées résister aux perturbations microondes d’apres les données du fabricant. Cette
sonde est considérée comme 1’un des plus petits capteurs optiques du marché avec un diamétre
de 420um (pouvant aller jusqu’a 120pum sur d’autres modeles de la gamme). Une gaine en
polyimide protége ce cristal. Le temps de réponse annoncé est de 200ms pour une fiabilité de
0.8°C.

Le thermocouple choisi est 'un des plus petit du catalogue Radiospare component. Son
diametre de 75um fait de lui un capteur extrémement sensible. C’est un thermocouple de type
K, en Chrome et Alumel. Cependant il est assez difficile a manipuler tel quel. Les cables du
diamétre d’un cheveu ainsi que la liaison a I'extrémité sont trés fragiles : ils ne sont pas
utilisables sans un conditionnement préalable. Pour cela j’ai utilis¢ de la gaine
thermorétractable. En glissant le TC dans la gaine puis en chauffant on arrive a protéger les
cables tout en leur apportant une rigidité¢ similaire a celle de la FO. Grace a cette rigidité
apportée par la gaine, le TC sera guidé et maintenu de maniére rectiligne dans le bouchon
support pour arriver de la méme manicre que la FO en fond de puits. Le protocole présenté a la
Figure 53 détaille la mise en place de cette gaine thermo rétractable sur le TC.
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(1) / () / (3) /

Figure 53: Schéma de la méthode de préparation du TC dans la gaine thermorétractable

(1) : placer I’extrémité du thermocouple dans une gaine thermo rétractable de diameétre
3/64 et d’environ 3 cm de longueur. Laisser dépasser quelque cm du thermocouple. Puis
chauffer afin que la gaine se rétracte.

(2) : Glisser le TC dans le bouchon support de sorte que la gaine dépasse des deux cotés
(environ Smm cO6té capteur). Puis coller la gaine au bouchon par un point de colle
cyanolite.

(3) : une fois la colle seéche, positionner le bouchon sur le puits et le maintenir (Figure
54). Faire glisser délicatement le TC dans la gaine pour arriver jusqu’en contact avec le
fond du puits. Une fois dans cette position : coller les cables du TC a la gaine pour fixer
I’ensemble.

Enfin vérifier plusieurs fois qu’en repositionnant 1I’ensemble support + TC, I’extrémité
du TC vienne en contact avec le fond du puits. (Figure 54)

Figure 54: Positionnement final du TC avec le bouchon dans le puits : l'extrémité du TC vient en contact avec le fond du

puits

Concernant la FO aucune préparation préalable n’est nécessaire, il suffit de la glisser dans le
support.
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Les capteurs sont désormais préts a étre utilisés. (Figure 55)

FO

Figure 55: FO et TC adaptés sur bouchon support pour la mesure thermique

Ces capteurs ont leur propre conditionneur de signal. Bien entendu les caractéristiques de ce
conditionneur doivent étre prises en compte pour le choix final.

Concernant les thermocouples nous avons opté pour un boitier national instrument
NiCDAQ9181, un module spécifique pour les thermocouples possédant 8 entrées (Figure 56
(a)). Nous avons recruté un stagiaire d’IUT GE2I pour développer le logiciel d’acquisition. Ce
logiciel nous permet de faire jusqu’a 4 acquisitions en simultané. La fréquence d’acquisition
est moins bonne que celle permise par le boitier opsens.

La fibre optique se connecte a un boitier développé par la méme société OPSENS. C’est un
boitier avec deux entrées, on peut y brancher deux sondes OTG-420M. (Figure 56 (b)).1l se
connecte via un cable ethernet au PC et se pilote avec un logiciel d’acquisition. Sa fréquence
d’échantillonnage peut aller jusqu’a 1000 Hz, soit 1 mesure toute les 1ms. Le logiciel est plutot
facile d’utilisation, permet de régler un offset sur la température, gérer la fréquence
d’acquisition et faire des enregistrements de quelques secondes jusqu’a des dizaines d’heures.
Les fichiers générés sont des .txt que 1’on peut traiter sur matlab ou excel.

&9



Figure 56: Modules d'acquisition a) pour TC b) pour FO

b) Comparaison TC/FO pour la détermination du DAS
Pour notre comparatif nous allons donc évaluer les performances des couples
capteur/conditionneur de signal pour les deux systémes de mesure en température.

Pour ce faire nous allons nous placer dans les conditions expérimentales réelles, c’est-a-dire
comme décrites plus haut dans 3)b)ii). On choisit une méme temps d’échantillonnage pour les
deux capteurs, soit 500ms entre chaque mesure. Nous pouvons descendre en dessous de cette
fréquence d’acquisition pour les deux capteurs, cependant nous avons choisi une fréquence plus
¢levée pour les comparer dans des conditions similaires. Cette résolution est suffisante pour nos

tests.

Voici en Figure 57 un synoptique de notre banc de test, comportant les deux sondes thermiques
en parallele :

Incubateur
’ r—
RF app 1 Moniteur
Ordinateur en ilot | TC
1
1

Isolateur
Power

Ordinateur

Moniteur FO

Figure 57: Synoptique du banc de test incluant les deux moyens d'acquisition en température
gu ynopliq ) q p
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La chaine RF comprenant le générateur de signal, I’amplificateur et 1’isolateur ainsi que
I’alimentation de I’amplificateur est placée hors de I’incubateur. Le moniteur de FO est placé a
I’extérieur de I’incubateur car la longueur de cable des fibres le permet contrairement aux
thermocouples plus courts. Le module d’acquisition NI est quant a lui placé dans I’incubateur.
Nous alimentons un ilot composé de deux doublets grace a un diviseur de puissance 128, dont
les 6 ports inutilisés chargés sur 50 ohms. Les 4 puits illuminés ainsi que les 12 premiers voisins
sont pourvus de 100pL. de DMEM. La FO ainsi que le TC sont positionnées sur deux des puits
a I’aide des support bouchons imprimés en 3D. La fréquence choisie est 2,3 GHz, en mode CW
pour une puissance en bout de chaine de 0,5W.

Nous allons donc étudier le profil thermique des puits formant I’ilot avec deux sondes placées
en paralléle. Nous réalisons 4 mesures successives, en replacant les sondes dans un des puits de
I’ilot. Avec 4 mesures, nous aurons couvert les 4 applicateurs de I’ilot avec chacune des sondes.
La courbe présentée sur la Figure 58 est la moyenne de ces 4 mesures :
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Figure 58: Profil thermique relevé par les deux capteurs : moyenné sur 4 mesures

Tableau 13 : Valeur des DAS obtenus d'apres les profils thermiques mesurés

Type de capteur Fibre optique Thermocouple
DAS (W/kg), avec n=4 25,6 + 2,5 23,9+ 1,6

Le Tableau 13 ci-dessus présente les valeurs de DAS obtenus d’apreés les profils thermiques de
la Figure 58. On observe au premier abord des valeurs trés similaires dont les différences
semblent non significatives. La tendance des courbes associées au phénoméne ne dépend pas
du type de capteur utilisé. On remarque tout de méme que les courbes commencent a diverger
au bout de temps longs (apres 40s). Le signal est beaucoup plus bruité (facteur 10) pour la fibre
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optique : &(FO)=0,2°C >: &(TC)=0,025°C. De ce fait en zoomant sur le temps ou les RF sont
enclenchées (Figure 59), on remarque une ¢lévation rapide de la température exactement a 60
secondes pour le thermocouple. Ce temps est plus incertain pour la fibre optique, conséquence
du bruit associé a ce capteur.
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Figure 59: Zoom sur l'enclenchement des RF pour les profils thermiques relevés par TC et FO

Méme si le dispositif OPSENS permet de prendre une mesure toutes les 1ms, cela est inutile
dans notre cas car le bruit est trop important. De toute maniere le temps de réponse de la FO est
de ’ordre de 200ms, il serait donc inutile de prendre une mesure toute les millisecondes. Le
bruit et la dispersion des points mesurés sont nettement plus faibles pour le thermocouple ce
qui nous permet de détecter des tendances dans les courbes plus rapidement. C’est trés utile
pour les événements soudains et sur des temps trés court. Par exemple le moment ou ’on
enclenche les RF. Pour la valeur du DAS, celle de la FO est 1égérement supérieure sur plusieurs
mesures mais 1’écart type est beaucoup plus faible pour le TC qui nous donne des mesures plus

répétables.

Finalement pour notre cas, I’utilisation du thermocouple présente des avantages certains sur
les fibres optiques. Du fait de sa petite taille il peut réagir rapidement a des changements
thermiques et donc détecter avec précision 1’enclenchement des RF. Il est aussi trés précis et
nous permet de réaliser des mesures a faible DAS, donc de petites élévations thermiques, ce qui
est impossible avec les fibres optiques du fait du bruit trop élevé. Le colt des fibres optiques est
largement supérieur a celui des thermocouple, (300€ contre 10€) ce qui peut étre un facteur
déterminant si I’on souhaite utiliser de nombreux capteurs simultanément. De méme, le module
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d’acquisition OPSENS est assez onéreux (3500€ pour les deux voies contre 300€ pour le boitier
NI avec 8 voies). Au niveau de la mise en ceuvre de la mesure, les fibres optiques sont tout de
méme beaucoup plus pratiques. Elles sont robustes comparées aux thermocouples trés fins et
facilement cassants. De plus le positionnement au travers des bouchons ne nécessite pas de
préparation particuliére et leur rigidité nous permet un positionnement facile. Le programme
fourni avec le module d’acquisition OPSENS est relativement facile d’utilisation et poss¢de de
nombreuse options pour ’acquisition des données. Ce qui est suffisant dans le cadre de nos
mesures. En revanche, pour des expériences spécifiques, le fait de pouvoir développer un
programme LabVIEW adapté peut étre un avantage. Par exemple pour synchroniser I’envoie des
RF par une commande numérique ou encore pour des protocoles d’exposition aux RF
spécifiques (échauffement alterné, switch de TC pour la mesure etc...). Enfin, les profils
thermiques et les valeurs de DAS étant similaires pour les deux capteurs, nous pouvons émettre
I’hypothese que I’influence de la présence du capteur dans le puits pour la mesure du DAS est
soit négligeable soit similaire pour les deux capteurs, dans le cadre de notre test. En effet certains
défendent 1’idée qu’une FO perturbe moins le champ électromagnétique du fait de sa nature non
métallique comparé au TC.

c) Comparaison des méthodes de régression et parametres d’étude
On va récupérer un profil thermique suite a nos exposition RF, il faut analyser cette courbe pour
en déduire le DAS associ¢. Comme évoqué précédemment le DAS est lié a la pente a 1’origine
de notre courbe par la formule :

DAS = ¢ % quand t=>0

La premicre méthode a laquelle nous avons pensé est une simple régression linéaire. On prend
la portion de courbe qui nous semble étre linéaire, généralement 40-60 secondes et on réalise
une régression linéaire sur cette partie. On vérifie que la régression est bonne avec un R? proche
de 1 et on calcule le DAS par la formule

DAS = pente .1/;.4184

Avec f la fréquence et 4184 J/kg la capacité calorifique massique de I’eau. C’est une méthode
simple et efficace que 1’on peut réaliser sur Excel. Cependant cette méthode nous a rapidement
montré ses limites. Le DAS dépend énormément du nombre de point que 1’on décide de prendre.
Quel est donc le nombre de point a prendre qui se rapproche du DAS réel ? Mais que vaut le
DAS réel ? On aurait pu le déterminer par une mesure en champ a partir de laquelle on peut aussi
remonter au DAS. Cependant a I’heure actuelle, des capteurs en champ qui auraient permis de
mesurer le DAS dans un puits de 6mm n’existent pas sur le marché. Une autre approche aurait
pu étre de déterminer le DAS réel par les simulations. Cela est risqué et partirait du postulat que
la simulation est forcément exacte ce qui est forcément discutable.

11 a fallu chercher d’autres pistes d’analyse de ce profil thermique.

On a développé deux méthodes de régression qui nous permettent aussi d’analyser le profil
thermique relevé :
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- Une régression avec un polynome d’ordre 4,
- Une régression par une somme d’exponentielles.

L’avantage de ces deux techniques est qu’elles prennent une plus grande partie du profil
thermique. On ne s’est donc pas focalisé sur la partie linéaire, mais considéré la totalité¢ de la
courbe sur les 10min, puis avons calculé la dérivée de ce modele en 0. Avec I’aide d’un stagiaire
de 'IUT GE2I, nous avons développé un programme Matlab permettant ces régressions en
utilisant des fonctions déja implémentées dans Matlab.

On a comparé ces deux modeles sur plusieurs temps (5min, 8min et 10min). On a utilisé¢ 8
mesures thermiques dans les mémes conditions pour cette comparaison. Dans le Tableau 14 on
retrouve les moyennes et écarts types de ces mesures pour les différents temps choisis.

Tableau 14: Comparatif des DAS obtenus en fonction de la méthode de régression et de la portion de courbe analysée

Meéthode de
régression Polynomiale d’ordre 4 Somme d’exponentielles
DAS (10 min) 11,07 £ 2,15 W/kg 11,54 + 1,56 W/kg
DAS (8 min) 11,04 +£ 3,20 W/kg 11,38 + 1,84 W/kg
DAS (5 min) 11,03 £ 4,57 W/kg 11,37 £ 1,72 W/kg

On remarque que les moyennes du DAS entre les deux modeles sont quasi identiques et assez
répétables peu importe le type de régression utilisé. Cependant le modele exponentiel semble
étre plus adapté car I’écart type est bien plus faible et indépendant du nombre de points choisis.
Je précise ici qu’on s’est restreint a un temps maximal de 10min, donc que le régime établi en
température n’a pas été atteint, mais qu’une grande partie de la courbe ne suit pas un mode¢le
linéaire (qui s’arréte aux alentour d’ Imin). Plus la fenétre temporelle est grande moins le modele
de régression va étre précis a 1’origine, puisque la majorité de la portion de courbe associée au
DAS sera de moins en moins importante. Aussi, lors de forte puissance ce phénomene apparait
et il est difficile de bien épouser 1’allure de la courbe a I’origine. Il est donc préférable de faire
nos calibrations a des puissances raisonnables (0,5 W), et méme si les incréments thermiques
sont plus faibles, la sensibilité des thermocouples permet de les relever sans probléme.

C) Premicres caractérisations

a) Validation de la méthode de dosimétrie expérimentale
Pour valider notre méthode de dosimétrie expérimentale nous avons défini 3 critéres qui nous
permettent d’assurer la reproductibilité de nos mesures.

1) Stabilit¢ d’une méme mesure. Dans ce cas, le TC est maintenu dans le puits pour chaque
mesure. Nous laissons simplement la température revenir a 1’équilibre (37°C) aprés chaque
mesure sans intervenir sur la plaque a puits ou le TC. La mesure thermique est alors reproduite
3 fois d’affilé et pour n=3.
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2) Variabilité au sein d’une méme plaque. La mesure du DAS est faite 3 fois sur 2 ilots différents
de la plaque a puits.

3) Variabilité entre deux plaques a puits. Les tests en dosimétrie sont réalisés en paralléle sur
deux plateformes d’exposition RF tout en utilisant la méme localisation des applicateurs RF.

Avec ces 3 tests, nous avons exploré les biais qui pourraient avoir lieu d’une expérience a une
autre. Nous avons ajouté les écarts-types obtenus par ces essais pour obtenir un écart-type
global.

Afin de faciliter les expériences, nous avons utilisé une puissance RF incidente au bout des
connecteurs de 0.5W, contrairement a la simulation qui était 8 1W. Ce choix est justifié¢ pour
diminuer I’incrément thermique généré. Ainsi, la température du liquide redescend plus
rapidement et minimise le temps d’attente pour réaliser la mesure suivante. De plus, notre
modele mathématique d’extraction de DAS présente une trés bonne corrélation avec la courbe
expérimentale y compris pour des temps courts et lors de faibles puissances appliquées. Le
thermocouple étant trés sensible et peu bruité, il est possible de relever les profils thermiques
induits par des puissances faibles.

b) Dosimétrie expérimentale de la plateforme RF
développée
Les critéres de reproductibilité de nos mesures ont été mesurés expérimentalement et sont
résumés dans le Tableau 15. Les écart types globaux sont calculés d’apres la formule :

o(mean) =

Nous obtenons ainsi un premier écart type associé¢ a la répétition de 3 mesures identiques
(ca=1,41). L’écart type global obtenu pour la variabilité intra ou inter plaque (cb ou oc¢) est une
combinaison de I’écart type du parametre analysé et de celui associé aux 3 mesures répétitives
ca. Afin de calculer I’écart type intrinsequement li¢ aux variabilités inter et intra plaque, nous
allons y soustraire 1’écart type moyen provenant de la répétition de 3 mesures par la formule :

o(var) = \/(abz —0a®) + (0c? — ga?)

On obtient alors un écart type cumulé li¢ aux changements de puits ou de plaque de 3,2. Pour
obtenir I’écart type global des 3 parametre analysé on va additionner ca et o(var),

o(tot) = /o (var)? + ca?

ce qui nous donne 3,49 soit 13,8 % du DAS moyen mesuré (25,28 W/kg). Nous prendrons donc
en compte cette marge d’erreur pour des tests faisant intervenir un changement de puits ou de
plaque a puits.
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Tableau 15 : Résultats obtenus pour les différentes configurations de test afin d'estimer les erreurs de variabilités

Récapitulatif des SAR en (W/kg) mesurés Mesure 1 (n=3) | Mesure 2 (n1=3) | Mesure 3 (n=3) Global
ers R M 25,75 24.00 26,09 X
Stabilité d'une méme e 25,28
mesure
Ecart type 1,51 14 1,28 ca=141
Moyenne 24,28 24,73 X 245
Variabilité intraplaque
Ecart type 3.1 2.16 X cb =2,68
Moyenne 24,73 24.96 X 24,84
Variabilité interplaque
Ecart type 2.16 3,06 X oc =2,65

De méme que pour la simulation, nous avons défini des points d’intéréts pour caractériser
I’homogénéité et I’isolation de nos applicateurs RF. Ces points sont indiqués sur la Figure 60.

g B

I A3 I O Puits illuminé avec RF
(D

! | O Premier voisin

| .

: I O Deuxiéme voisin

—-=- Zone d’applicateur RF

Figure 60: Schéma des différents point d'intérét a mesurer pour la caractérisation du dispositif’

La caractérisation de notre dispositif & une puissance de 0.5W (27dBm) donne les résultats
présentés sur la Figure 61 . Nous avons mesuré¢ 3 fois chaque point sur 2 expériences
indépendante. Les résultats de la Figure 61 sont les moyennes de 6 mesures.
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Puits exposé
aux RF

Voisin d’un

= puits exposé

Figure 61: Schéma récapitulatif des DAS moyens obtenus pour les différents points d'intérét

Nous obtenons un DAS moyen de 24 ,8 W/kg dans le puits exposé aux ondes RF ce qui
correspond a ce que nous avions obtenu dans la partie 6)B)b) avec le thermocouple.

c) Comparaison des résultats entre dosimeétries

experimentale et numérique
Il est intéressant de comparer les résultats obtenus par simulation du dispositif et de maniére
expérimentale. Pour les comparer, nous avons ramené les mesures obtenues expérimentalement
a 1W en les multipliant par 2. La synthése des résultats est indiquée dans le Tableau 16 .

Tableau 16 : Tableau comparatif des valeurs du DAS obtenues par dosimétrie expérimentale et numérique

Exp. Sim.
Point SAR (W/kg) for IW SAR (W/kg) for IW

A 50,7+2,8 66,31
B 44,0 £2,0 36,75
C 45,6 +2,0 37,17
D 52,9+3,7 38,01
E 542 +32 37,59
F 10,8+ 0,8 1,14
G 93+0,6 0,76

Comme précédemment indiqué, I’homogénéité simulée de I’exposition dans un puits illuminé
est limitée. La valeur maximale simulée du DAS situé au centre du puits exposé est de 66,31
W/kg, contre une valeur proche de 37 W/kg a 2 mm du centre, soit 55% du DAS maximal. En
revanche, la valeur du DAS est fortement diminuée dans les puits voisins non illuminés avec
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une valeur de 1,1 W/kg a 2mm du centre du puits, du c6té¢ du puits illuminé et 0,8 W/kg au
centre du puits voisin, soit 1 % du DAS maximal du puits illuminé. L’isolation obtenue en
simulation est donc importante.

Concernant la dosimétrie expérimentale, le DAS maximal relevé se situe au niveau du point E
avec une valeur de 54,2 W/kg, ce qui est légerement inférieur a ce que nous avons estimé par
simulation. Néanmoins, 1’homogénéit¢ du DAS dans le puits est de 81%, ce qui est bien
meilleur que celle obtenue par simulation.

Lorsque nous analysons le DAS mesuré dans les puits voisins, celui-ci est a 10.8 W/kg et 9.3
W/kg aux points F et G respectivement, soit pres de 20% du DAS maximal du puits illuminé.
D’un point de vue expérimental, 1’isolation n’est donc pas aussi bonne qu’en simulation. Le
DAS mesuré de I’ordre de 50 W/kg est donc aussi lié aux contributions des applicateurs
rayonnants voisins. Malgré cela, notre simulation, qui sous-estime largement les couplages
¢lectromagnétiques entre les applicateurs RF, nous donne une efficacité supérieure a celle
mesurée. (66,3 contre 50,7 (W/kg)/W ). Nous reviendrons en détail sur les simulations plus tard,
dans la partie 5)D)d).

d) Bilan de la caractérisation

Un protocole rigoureux et reproductible a été conduit pour caractériser le DAS
expérimentalement a I’aide de mesures thermiques. Cette dosimétrie expérimentale nous a
permis d’évaluer le DAS au sein d’un puits exposé dans un rayon de 2mm autour du centre.
L’homogénéité obtenue est de 81%. Le DAS mesuré dans les puits voisins n’est pas
négligeable, contrairement a ce qui est obtenu par simulation. Il est donc pertinent d’éloigner
nos ilots a 4 applicateurs RF par deux rangées de puits qui les isolent les uns des autres, afin de
pouvoir appliquer différentes valeurs de DAS suivant les ilots considérés, ainsi que la zone de
puits dédi¢e aux contrdles positifs et négatifs biologiques (sans onde RF). Avec cette étude en
dosimétrie, il est désormais possible de moduler le DAS souhaité en fonction de la puissance
injectée en entrée de chaine RF et de controler I’exposition RF appliquée aux cellules. Cette
caractérisation permet d’exposer les cellules avec un systeme d’exposition RF calibré, et de
manicre reproductible, quel que soit la localisation des applicateurs sur la plateforme RF, et
méme d’une plaque a puits a une autre.

D) Différents enjeux a considérer

a) Planéité de la plaque a puits

Au fil des expérimentations nous nous sommes apergus qu’il y avait une certaine variabilité
entre les puits analysés. De plus nos résultats par simulation étaient trés éloignés de la réalité.
Nous avons donc émis tout un nombre d’hypothéses, dont 1’'une est que la plaque a puits ou
bien notre PCB ne sont pas rigoureusement plans. En effet le gap d’air qu’il peut y avoir entre
I’applicateur et le fond de puits agit comme un isolant et donc diminue fortement 1’intensité du
champ électromagnétique dans le milieu de culture et les cellules dans le puits. Pour cela nous
avons utilisé plusieurs techniques afin de caractériser notre plaque a puits, et I’écart qu’il
pouvait y avoir avec le PCB.
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i) Cartographie de quelques puits avec un profilometre
mécanique
Le profilometre mécanique Tencor (Figure 62) est un dispositif localisé en salle blanche qui
permet de se rendre compte de la planéité de plaquettes. Généralement utilisé pour des mesures
de marches avec des épaisseurs allant de 10nm a 300um, on peut obtenir une cartographie de
la surface étudiée. On y retrouve :

- Une téte de mesure

- Un systéme optique pour observer notre échantillon

- Un plateau mobile sur lequel est fixé I’échantillon

- Un ordinateur assurant le controle de la machine et le traitement des mesures

Sur la téte de mesure on retrouve une pointe qui va suivre la surface de 1’échantillon. Cette
pointe se déplacera de manicre rectiligne, et I’on obtiendra la topographie de notre surface le
long de cette ligne. Ce dispositif n’est pas adapté pour des objets macroscopiques comme une
plaque a puits qui mesure une dizaine de cm. Mais avec I’aide de Benjamin Reig responsable
des équipements de caractérisation de la salle blanche du LAAS, nous avons pu analyser une
partie de notre plaque a puits.

KLAm

Figure 62: Image du profilometre TENCOR utilisé
On a ciblé deux aspects a analyser :

- La planéité d’un puits seul, en son fond. Est-il plat, concave convexe ?
- La planéité d’une rangée de puits. Est-ce que le long d’une rangée de puits, le premier
puits se situera a la méme hauteur en Z que celui situé 3 puits plus loin ?

Pour I’¢tude de puits seuls nous en avons analysé plusieurs. Pour cela nous plongeons la téte de
mesure dans le fond du puits et nous scannons la surface selon une ligne au centre du puits.
(Figure 63)
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Figure 63: Schéma de la mesure en fond de puits avec le profilometre

Les résultats nous montrent des formes de profil différentes (Figure 64), certaines sont plutot
plates tandis que d’autres sont concaves. En revanche, les ordres de grandeur en différentiel
entre le point le plus haut et le plus bas restent trés faibles, de ’ordre de 2 a 4um. Il est peu
probable que la forme du puits influence autant la répartition du DAS dans le liquide.
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Figure 64: Exemples de mesure obtenue en fond de puits grace au profilometre
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Nous nous sommes donc intéressés a I’allure de la plaque compléte, en scannant sur plusieurs
millimétres de rangées ou colonne de puits (Figure 65).

Figure 65: Schéma de la mesure réalisée au profilométre sur l'arriere de la plaque a puits

La Figure 66 donne le profil obtenu.

80 T T T
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Distance(mm)

Figure 66: Profil obtenu pour l'arriere de plaque du puits ES5 vers le puits E9

Les écarts entre le fond des puits semblent assez importants pour des puits cote a cote. Des
variations de 25 pum entre des puits situés sur la méme ligne mais a 2 puits d’écart sont
observées. On peut donc s’interroger sur la planéité de la plaque si I’on compare des puits tres
¢loignés. Nous utiliserons une autre méthode pour déterminer cette planéité¢ d’un point de vue
plus macroscopique, le TENCOR n’étant pas adapté pour ces mesures.

Concernant la plateforme d’applicateurs RF, nous avons utilisé¢ la méme technique pour en
définir sa planéité. La Figure 67 montre qu’elle est beaucoup plus plane que la plaque a puits,
avec un écart d’environ 20um sur une dizaine de centimétre. Donc les potentielles variations
de mesure du DAS viennent essentiellement de la plaque a puits.
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Figure 67: Profil du PCB contenant les applicateurs RF

ii) Cartographie d’une plaque a puits complete a [’aide d’une
jauge de mesure Palmer
Etant limité par I’utilisation du profilométre mécanique, j’ai essayé une autre technique me
permettant de réaliser des tests sur toute la plaque. En effet nous avons vu précédemment que
méme si le fond des puits est relativement plat, la plaque en elle-méme ne 1’est pas : les puits
situés au centre semblent étre plus élevés que les puits de bordures.

Figure 68: Jauge de mesure PALMER

102



Afin de réaliser une cartographie compléte de la plaque, nous avons utilisé une jauge de mesure
Palmer (Figure 68). Cette jauge sert notamment a mesurer 1’épaisseur des plaquettes en salle
blanche. On vient lever verticalement une tige métallique mobile que 1’on laisse descendre sur
notre échantillon : la jauge nous affichera la hauteur de la tige par rapport au 0 défini au
préalable. L’utilisation est alors simple pour notre plaque a puits. Nous calibrons le niveau Z=0
sur un des puits, ici un puits d’angle censé étre le plus bas. Puis on se déplace sur d’autres puits,
on positionne la pointe au centre du puits et on mesure le Z relatif par rapport au 0 établi. Ainsi
en parcourant quelques lignes et colonne nous pouvons établir la topographie de la plaque a
puits comme ci-dessous en Figure 69:

PLAQUE SEULE

P S e 8 ez e o e

)

ALmax (mm)

,_
N
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)
\
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—f — H

Ecart entre le plus haut
(D6) et le plus bas (A12)

Almax (mm) 0,221 |0,200 | 0,225 AZ =0,337 mm

Figure 69: Profil d'une plaque a puits selon 3 lignes (4,B et D) d'apres les mesures au Palmer

Nous avons choisi 3 lignes éloignées et tracé le profil en (Z) pour chacun des puits. On observe
que la différence entre le point plus haut et le plus bas pour chacune de ces lignes est supérieur
a 200 pm. SiI’on prend le puits le plus bas mesuré (en A12) avec le plus haut (en D6) un écart
trés important de 337 um est obtenu.

Si I’on trace le graphique correspondant a chacune des colonnes comme indiqué en Figure 70,
nous remarquons que la plaque est aussi convexe sur cet axe, et on a un écart maximal sur une
méme colonne allant jusqu’a 169 pm.
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Figure 70: Profil d'une plaque a puits selon les 12 colonnes d'aprés les mesures au Palmer

Par la suite nous avons fait le test sur 3 plaques a puits issues de lots différents et on retrouve
des comportements similaires (Figure 71). Les plaques présentent un aspect bombé¢ avec un
¢cart d’environ 300 um entre les puits du centre et ceux des angles.
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Figure 71: Cartographie de 3 plaques a puits différentes d'apreés les mesures au Palmer
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Intéressons-nous a présent a la localisation de nos applicateurs situés dans les zones encadrées
en rouge sur la Figure 72.
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Figure 72: Représentation des ilots d'intéret sur la cartographie d'une plaque a puits
En extrapolant avec les hauteurs des puits on peut estimer la hauteur de nos ilots.

- llots (1) et (3) : 130um £+ 40um
- llots (2) et (4) : 270um £ 20um

Nous aboutissons a un écart d’environ 150um entre nos deux localisations d’ilots. Il faudra
évaluer I’impact qu’a cette différence sur le DAS pour bien caractériser notre systeme.

Aprés avoir ajusté notre modélisation numérique en prenant en compte cet écart réel, nos
résultats restent pourtant toujours bien supérieurs a ceux de la dosimétrie expérimentale...

iii) Mesure latérale optique de la configuration plateforme
d’applicateurs RF et plaque a puits

Longtemps, nous avons essay¢ de comprendre pourquoi notre DAS simulé ne correspondait pas
a notre valeur expérimentale. Puis un jour, dans le cadre d’un autre test, j’ai découpé une partie
de la plaque a puits, pour mesurer I’échauffement de ’applicateur RF directement sur la
plateforme RF. Alors en prenant I’ensemble plateforme RF et plaque a puits et en le regardant
de profil, je me suis aper¢u qu’on voyait le jour entre les deux, et ce, méme sur le bord de la
plaque alors qu’il s’agit de notre puits censé étre le plus bas. J’ai donc essayé de quantifier ces
écarts en glissant plusieurs languettes de feuille de papiers entre la plaque a puits et plateforme
RF puis j’ai mesuré I’épaisseur de ces languettes. Une épaisseur de 500um était obtenue. J’ai
alors voulu confirmer ce résultat par une technique plus rigoureuse scientifiquement parlant.
J’ai donc utilisé un microscope numérique 3D HIROX. Pour I’ensemble plateforme RF et
plaque a puits observé sur la tranche, un écart entre les deux et rendu visible (Figure 73).
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Figure 73: Photographie et schéma de l'observation réalisée a 'HIROX pour déterminer l'espacement entre plaque a puits et
PCB

Voici I’image obtenue en Figure 74 :

Figure 74: Image montrant l'écart observé entre la plaque a puits et le PCB

La ligne blanche est tracée en suivant exactement le fond de plaque. On peut alors utiliser les
outils de mesure du logiciel pour déterminer la longueur entre cette ligne blanche et le haut de
la plateforme RF. C’est assez difficile d’obtenir un focus sur le haut de la plateforme RF. Avec
la perspective, il existe une marge d’erreur sur la mesure. Ici on mesure donc un écart entre la
plateforme RF et la plaque a puits sur les extrémités. On confirme ce qu’on avait mesuré
grossierement avec les feuilles de papier : I’écart entre la plateforme RF et la plaque a puits est
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de I’ordre de 530um a I’endroit mesuré. Sachant que cette mesure est effectuée pour les puits
(A6) et (A7) a une hauteur de 180um d’apres la Figure 72, cela nous donne un écart global de
350um, réellement di a I’écart entre la plateforme RF et la plaque a puits. Pour les ilots (1) et
(3) nous obtenons donc des hauteurs a 350pum + 130um soit 480um et pour les ilot (2) et (4)
350pum + 270pm soit 620um.

Nos caractérisations dans la partie C)b) ont été effectuées sur les puits (B3) (B4) (C3) et (C4)
de I’ilot (1) ainsi que leurs homologues symétriques par rapport au centre (E3) (E4) (F3) et (F4)

de I'ilot (3). Nous avons donc gardé la valeur de 480um pour comparer la dosimétrie
expérimentale et numérique.

b) Probléme de détermination du DAS dans les puits voisins
en comparaison aux résultats simulés

i) Echanges thermiques mesurés a long terme
Nous avons toujours rencontré des difficultés a mesurer le DAS dans les puits voisins. 1 est
plutdt faible et ne suit pas le méme comportement que le puits exposé. En effet on constate
majoritairement une ¢élévation thermique au bout de quelques minutes, correspondant a
I’apparition des échanges thermiques. Sur la Figure 75 on peut voir la réponse en température
d’un puits exposé directement aux RF (puits central) en orange, et d’un puits voisin en bleu.
Pour ce test un seul de doublet de I’ilot est alimenté.
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Figure 75: Profil thermique obtenu pour un puits central exposé au RF (orange) et un puits voisin (bleu)

Lorsqu’on zoome sur la partie d’intérét, c’est-a-dire a 1’état initial, nous observons les profils
donnés en Figure 76 :
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Figure 76 : Analyse du retard de la montée en température pour le puits voisin

Durant une période AT la réponse thermique dans le puits voisin est nulle (ou trop faible pour
étre détectée). J’ai donc essayé de faire notre régression exponentielle en prenant en compte ou
non cet intervalle de temps. Pour le puits central nous obtenons un DAS de 12,3 W/kg. Pour le
voisin si ’on fait la méme régression a partir de 120s (RF on), on obtient une valeur aberrante
de -3,7 W/kg... En revanche si I’on supprime la portion de courbe sur le At (c’est-a-dire que la
régression est appliquée a partir de 240s) on obtient un DAS de 5,1 W/kg, soit 25% du DAS du
puits central. Dans ce cas-1a, la portion analysée est probablement liée aux échanges thermiques.

Si I’on jette un ceil @ nos simulations, nous avons un facteur 100 entre le puits illuminé et le
premier voisin (Figure 77)
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Figure 77: DAS obtenu par modélisation pour notre dispositif en échelle log

Notre conclusion partielle a ce stade est que :

- Sil’on s’intéresse aux premiers instants, nous risquons d’obtenir des valeurs aberrantes
car la précision de notre capteur ne permet pas de détecter de si petites élévations de

température. Néanmoins, c’est probablement dans cet état initial que nous devons
détecter le DAS.
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- Si ’on considére une plus grande partie de la courbe notre méthode de régression va
majoritairement prendre en compte la suite de la courbe (post At) et nous donner des
valeurs bien supérieures au phénomene réel, induit en réalité par des échanges
thermiques !

Pour investiguer davantage ce point nous avons deux options :

- Soit en augmentant la sensibilit¢ de notre capteur pour mesurer des échauffements
inférieurs a 0,1°C

- Soit en augmentant la puissance appliquée, pour accentuer les phénomeénes thermiques
et ainsi maximiser la détection du phénomene recherché avec nos capteurs actuels, des
thermocouples. J’ai opté pour la deuxiéme option.

ii) Mesure thermique du DAS a forte puissance incidente RF
J’ai réalis¢é des mesures a une puissance trés élevée pour exagérer au maximum les
comportements thermiques dans le puits voisin. La Figure 78 montre une mesure effectuée pour
une puissance appliquée de 37 dBm.
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Figure 78: Réponse thermique obtenue lors de l'application d'un DAS trés élevé

Sur ce graphique en Figure 78 on distingue bien les deux phases thermiques, celle résultante du
DAS (premiere portion de droite apres ’application des ondes RF) suivie des échanges
thermiques (2 partir de 180s). Cette fois-ci, une régression linéaire est nécessaire en se focalisant
sur la fenétre d’intérét associée au DAS entre 100 et 180s. Le nombre de point étant faible les
méthodes de régression exponentielle et polynomiales ne sont pas applicables.

Nous avons fait ce test 4 fois et nous retrouvons chaque fois ce méme comportement, avec une
cassure dans la courbe, nous permettant de distinguer deux droites. On retrouve alors des
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valeurs beaucoup plus faibles que ce que nous avions estimé jusqu’a présent. Le DAS dans le
puits illuminé est de 151,1 + 5,6 W/kg tandis que pour les voisins on obtient une valeur de 10,0
+ 0,3 W/kg, soit 7 % du DAS dans le puits central. Ce résultat va dans le sens de ceux obtenus
par simulation avec le logiciel HFSS. Afin de mieux comprendre 1’origine des échanges
thermiques de notre systéme, nous nous sommes intéressés a 1’échauffement de la plateforme
d’applicateurs RF.

c¢) Visualisation de I’échauffement de la plateforme RF par

camera thermique
Dans la méme idée que précédemment j’ai pensé que la majorité des échanges thermiques
venaient du liquide qui était chauffé par I’application des ondes RF. De 14, en conservant le
liquide uniquement dans un puits illuminé nous devrions avoir moins d’échanges thermiques et
probablement une meilleure visualisation du DAS.

Le protocole de tes mis en place est le suivant. On place deux thermocouples dans des puits
¢loignés de la plaque (B2) et (G3) (Figure 79).
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Figure 79: Schéma de la disposition des thermocouple
Nous effectuons alors les mesures suivantes :

- Puits (1) rempli de liquide et puits (2) vide
- Puits (1) vide et puits (2) rempli de liquide
- Puits (1) et (2) remplis de liquide

- Puits (1) et (2) vide

La Figure 80 donne les résultats obtenus.

110



voisin 1 centre 0 voisin 0 centre 0

415 405
a1
40.5

40

39.5

395 39
39 385

38.5
38

38

G we a7s O PUIT CENTRAL
o
=~ 7 O puITVOISIN
8 36.5 36.5
| 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 [ 2000 4000 6000 8000 10000
L ol
©
0 voisin 1 centre 1 voisin O centre 1
Q.
41.5 41.5
£
) a1 41
= 40.5 40.5
40 40
39.5 39.5
39 39
38.5 38.5
38 38
375 37.5
37 37
36.5 36.5
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 [ 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Temps (s)

Figure 80: Profil thermique relevé pour dans le puits central et le puits voisin en présence ou non de liquide pour différentes
combinaisons

On remarque qu’un échauffement non négligeable est obtenu dans tous les puits, méme les
vides. Ce résultat est étonnant car 1’air et le plastique de la plaque a puits sont isolants. Nous
en avons déduit que I’applicateur de la plateforme RF doit chauffer. Pour confirmer cette
hypothése, j’ai donc mesuré avec un thermocouple la température sur la pastille métallique de
I’applicateur (Figure 81). Effectivement on constate une forte augmentation de la température
(Figure 81 droite).
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Figure 81: Mesure thermique directe de 'applicateur RF

Cependant le TC n’est pas un moyen idéal pour mesurer la température de 1’applicateur,
puisqu’on ne peut pas utiliser le support qui le maintient sur le puits. De plus la température
n’est évaluée qu’en un seul point. Il est alors difficile de comprendre 1’échauffement thermique
global de la plateforme RF. Nous avons donc utilis¢ un autre type de mesure en température :
la thermographie infrarouge (IR).
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A T’aide d’une caméra thermique IR, nous avons donc pu relever le comportement thermique
de notre applicateur en fonction du temps. Sur le banc de test présenté en figure (X), on
distingue sur la droite la chaine RF composée du générateur de signal, I’amplificateur et son
alimentation. Vient ensuite un diviseur de puissance 124 connecté a notre ilot par deux cables
SMA. La caméra thermique prend la mesure face supérieure, sur 1’ilot.

Figure 82 : Photographie du banc de test pour la mesure IR de la plateforme RF

Dans ce cas, les deux doublets d’applicateurs sont connectorisés et alimentés. A ’aide du
logiciel associ¢ a la caméra, il est possible de moyenner le comportement thermique sur une
zone géométrique. Sur la Figure 83 on peut voir les différentes zone (8) que nous allons étudier
(rectangle bleu, rouge, orange etc...).

Figure 83: llot d'applicateurs RF avec les 8 zones pour l'analyse du comportement thermique

Ces zones ne sont pas symétriques. En effet nous nous sommes apercus que la piste
d’alimentation du doublet, dissipait de la chaleur supplémentaire. Nous allons donc distinguer
deux zones : internes (avec la piste métallique) et externes. (Figure 84 (a) )
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Figure 84: Distinction des différentes zones d'analyse en fonction de la géométrie de l'ilot d'applicateurs RF

Sur la Figure 84 (a) on distingue les zones externes en blanc (comprenant les rectangles
bleus/violets) et les zones interne en jaune (rectangles rouges/oranges). Sur les Figure 84 (b) et
(c) j’ai reporté la partie arriere de la plateforme RF sur I’image pour visualiser ou se situent les
pistes métalliques.

Nous avons réalisé¢ 3 tests a des puissances différentes. Les graphiques de la Figure 85
représentent 1’évolution de la température en fonction du temps (acquisition sur Smin). AT est
la différence entre la température maximale atteinte (Smin) et la température initiale (avant RF,
température ambiante)

AT(int)=2,4 °C & AT(int)=0,9 °C o S & AT(int)=0,5 °C
AT(ext)=1,6 °C 0,7°C | AT(ext)=0,6°C _atfi B8 AT(ext)=0,4 °C
2,3GHz o
P,=-12 I G P,=-15 =V
Pou=1W Po,=0,5W 2. 77 Pou=0,125W

Figure 85: Profils thermiques obtenus pour les zones d'analyse présentés en Figure 83

On remarque un écart notable entre les deux zones. A une puissance équivalente a I1W au
connecteur SMA du doublet, on retrouve un écart de 0,7°C entre la zone interne (rouge/orange)
et la zone externe (bleu/violet). Cet écart semble diminuer proportionnellement avec la
puissance appliquée. Les créneaux que ’on peut observer a faible puissance sont liés a la
sensibilité de la caméra et non aux ondes RF.

Nous nous sommes ensuite interrogés sur 1’uniformité de I’incrément thermique lorsque la
plaque a puits est positionnée au-dessus de I’applicateur. Pour cela nous avons comparé le profil
thermique de la plateforme RF seule (focus sur I’applicateur) et du PCB avec plaque a puits
(focus sur le fond des puits) comme indiqué sur la Figure 86.

113



Figure 86: Comparaison du profil thermique obtenu pour la plateforme seul et la plateforme surmontée de la plaque a puits

Le puits (2) n’a pas pu étre analysé probablement a cause d’un reflet ou d’une erreur sur
I’émissivité détectée (en raison d’une tache noire). La Figure 87 donne les résultats de mesures
obtenus.

AT(int)=0,9 °C
AT(ext)=0,6 °C

Figure 87: Profils thermiques obtenus pour la plateforme seule et la plateforme surmonté de la plaque a puits

Le graphique de gauche correspond a la plateforme seule et celui de droite avec la plaque a
puits. On remarque que les zone externes et internes ont le méme incrément thermique en
comparaison avec les résultats que nous avions observés sur la plateforme seule. La courbe
violette est plus faible que les autres mais cela est certainement due a un probléme d’acquisition
comme pour le puits situé au-dessus (partie noire, ou rebord du puits). Une autre chose
¢galement trés importante a remarquer est que si I’on s’intéresse a la pente a I’origine, celle-ci
est beaucoup plus forte pour I’applicateur sans plaque, ce qui signifie que le DAS est plus fort.
Ceci est logique puisque le fait d’ajouter la plaque a puits impose un gap d’air ainsi que
I’épaisseur du plastique. Comme notre champ électrique diminue en fonction de Z, on peut donc
s’attendre a ce résultat. Cependant le DAS dépend aussi du matériau pour lequel on mesure
I’incrément thermique, puisqu’il prend en compte la capacité calorifique massique. Pour le
cuivre elle est de 385 J/(kg.K) alors que pour les polymeéres plastiques, elle varie entre 840 et
2900 J/(kg.K). Pour I’air elle est de 1005 J/(kg.K) et pour les liquides, il s’agit de 4185 J/(kg.K).
Pour déterminer le DAS dans le cadre d’une analyse par caméra thermique IR il faut donc
considérer aussi le matériau sur lequel on observe I’échauffement. Ce travail est encore en
cours. Nous avons levé beaucoup de questions pour lesquelles nous n’avons a ce jour pas encore
de réponse claire.
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d) Adaptation a ces enjeux

Nous avons vu tout on long de cette partie que le modele et les caractérisations initiales sont
partiellement justes et qu’il faut prendre en compte beaucoup de facteurs. Les facteurs évoqués
comme la distance de la plaque a puits par rapport a la plateforme RF ou les comportements
thermiques complexes ne sont pas une liste exhaustive des paramétres qui rentrent en jeu. A ce
stade, il n’est pas certain que tous les parametres intervenant dans cette étude aient été détectés,
mais je pense avoir relevé les plus impactants. Le comportement thermique reste encore a
approfondir et nous apporte sans arrét de nouvelles interrogations.

Aprées avoir déterminé ce gap d’air, la premiere chose que nous avons faite a été de modifier
notre simulation en prenant en compte cet écart. Les simulations précédentes avaient été faites
avec un écart de 200um ; dans celles qui suivent nous nous sommes placés a 500 et 600pum.

Tableau 17 : Comparaison des parametres analysés en simulation en fonction du gap d'air entre la plateforme RF et le fond
de la plaque a puits

Gap d’air 200pm S00pm 600pm

Efficacité 67,1 W/kg 35,3 W/kg 29,5 W/kg
Homogénéité 55% 50% 48%

Isolation 0,8% 1,3% 2%

Les valeurs obtenues par la simulation semblent désormais plus proches de la réalité, au moins
pour I’efficacité (Tableau 17). L’isolation semble cependant largement sous-estimée. Grace a la
technique développé dans D)b)ii), nous avons estimé le DAS dans le puits voisin a 7% du DAS
maximal. Si I’on se place a 500pm, cela revient a 2,5 W/kg dans les puits voisins (7% de 35,3).
On va ajouter ces contributions a la valeur obtenue par simulation. En considérant les
contributions parasites d’un puits exposé de 1’ilot comme la somme de deux puits voisins ainsi
que celui situé sur la diagonale, on trouve une valeur proche de 40W/kg. Cela va dans le sens de
nos mesures expérimentales. Si 1’on considére les performances d’un doublet seul, on retrouve
exactement les mémes valeurs que pour un ilot, car la modélisation considére les contributions
voisines quasiment nulles. Expérimentalement, nous obtenons des valeurs de I’ordre de 30W/kg
pour le doublet ce qui est trés proche des simulations numériques.

I1 est donc intéressant de regarder notre comparatif de dosimétrie expérimentale et numérique
de la partie C)b) avec ces nouvelles données. On considére désormais 1’écart de S00um entre le
fond de la plaque et I’applicateur RF ainsi que la nouvelle méthode pour déterminer le DAS dans
les puits voisins. Les valeurs obtenues précédemment dans le Tableau 16 ont été mises a jour
dans le Tableau 18.
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Tableau 18: Tableau comparatif des valeurs du DAS obtenues par dosimétrie expérimentale et numérique mis a jour

Expérimentalement Par simulation
Point | SAR (W/kg) for IW SAR (W/kg) for 1IW
A 50,7 +2.,8 34,9
B 44,0 £2,0 17,5
C 45,6 +2,0 17,7
D 52,9 +3,7 18,1
E 542+ 3,2 17,9
F 3,5+0,3 0,6
G 3,1+0,2 0,4

Concernant la dosimétrie expérimentale on retrouve une efficacité¢ de 50,7 W/kg pour 1W en
puissance d’entrée. L ’homogénéité ne change pas non plus avec 81%. En revanche 1’isolation
est meilleure avec 7% du DAS maximal dans les puits voisins (contre 20% précédemment).

Pour la dosimétrie numérique, ’efficacité est largement diminuée, divisée quasiment par 2.
L’homogénéité est sensiblement la méme (50% contre 55%) comme pour I’isolation (1%
environ).

Conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons détaillés notre méthode d’exposition aux ondes RF adapté
a une plaque 96 puits. Premiérement nous avons détaillé le principe de notre plateforme
d’exposition et ses forces: des expositions haut débits, adapté pour du consommable
biologique, aux dimensions réduites et permettant d’exposer 16 puits aux ondes RF tout en
ayant des contrdles biologiques sur une méme plaque a puits. Nous avons ensuite évoqué les
parametres permettant de caractériser un systéme d’exposition aux ondes RF, et nous avons
choisi le DAS qui est adapté a notre fréquence de test. Par la suite nous nous somme concentré
sur la dosimétrie numérique de notre plateforme d’exposition a I’aide du logiciel de simulation
HFSS. Nous avons pu déterminer le DAS dans les puits exposés aux ondes RF ainsi que dans
les puits voisins. Pour comparer les valeurs obtenues par simulation avec des valeurs
expérimentales, nous avons opté pour une mesure de I'incrément thermique généré par
I’application d’ondes RF. Pour cela nous avons comparé les caractéristiques de deux capteurs
thermiques : une fibre optique et un thermocouple. Les résultats nous ont fait opter pour le
thermocouple dont les performances sont meilleures dans notre configuration. Nous avons aussi
comparé¢ des méthodes de régression afin de sélectionner la plus optimale. Une fois ces
paramétres de tests validés nous avons caractérisé notre 1lot d’applicateur RF en différents
points d’intérét afin d’en déterminer I’homogénéité, I’isolation et efficacité. Nous avons trouvé
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des valeurs ¢loignées de celles obtenues par simulation. Nous avons donc investigué plusieurs
aspects de notre configuration: la forme de plaque a puits, 1’écart entre la plateforme
d’exposition et la plaque a puits, la méthode de détermination du DAS dans les puits voisins ou
encore le comportement thermique des applicateurs. Grace a ces études nous avons pu corriger
le modele numérique ainsi que les valeurs du DAS dans les puits voisins. Les nouvelles valeurs
obtenues semblent plus réalistes compte tenu de la sous-estimation des DAS parasites par la
simulation. Finalement, nous avons développé une plateforme d’exposition novatrice et
calibrée permettant de réaliser des expositions aux ondes RF sur des tapis cellulaires en plaque
96 puits. Nous allons maintenant utiliser cette plateforme pour étudier la toxicité d’une co-
exposition entre ondes RF et Nanomatériaux sur différents modeles cellulaires dans le cadre du
projet Nanowave.
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Chapitre 3 : Interactions entre ondes RF et
matiere : de I’exposition aux ondes RF
avec des cellules humaines a I’analyse de
solutions biologiques complexe par
spectroscopie di¢lectrique micro-onde
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Au cours de ce chapitre nous allons nous focaliser sur les tests réalisés dans le cadre du projet
Nanowave. Premieérement j’expliciterai la méthode utilisée pour évaluer la toxicité sur les
modeles cellulaires choisis. Puis je présenterai les tests réalisés pour évaluer la toxicité des NM
seuls, des ondes RF seules puis de la combinaison simultanée des deux agents a concentration
maximale mais aussi a des concentrations spécifiques. Enfin la derniére partie exposera les
problématiques liées a I’évaporation du milieu de culture sous I’effet des ondes RF, les
limitations que cela entraine et des perspectives de recherche pour limiter ce phénomene.

1) Etude in vitro de la co-exposition aux ondes RF
et nanomateriaux

Dans cette premiére partie, nous allons nous intéresser a une étude toxicologique d’une
combinaison de deux agents: ondes RF et nanomatériaux (NM), sur différents modeles
cellulaires, dans le cadre d’un projet financé par I’ANSES et dont 1’acronyme est
NANOWAVE.

a) Principe du projet Nanowave :

Le projet Nanowave a pour but d’évaluer des potentiels effets synergiques entre ondes RF et
nanomatériaux sur des cellules humaines. Cette étude rentre dans une pensée plus globale
correspond a la toxicité d’une accumulation de facteurs possiblement a risque. En effet
aujourd’hui notre exposome est de plus en plus riche et nous sommes soumis a tout un tas
d’agents e facteurs simultanément. Ces différents exposants ont ét¢ majoritairement étudiés de
manigére isolée. Et méme siun de ces agents est inoffensif seul, rien ne garantit qu’il ne devienne
toxique en combinaison avec un autre agent environnant.

La co-exposition entre NM et ondes RF est prometteuse, avec notamment des effets thermiques
pour des particules métalliques comme 1’or. Lors de [Dapplication d’un champ
¢lectromagnétique dans des conditions spécifiques, les NP d’or vont générer un échauffement
tres localisé et permettre de détruire des cellules par effet thermique. Cette technique pourrait
potentiellement étre utilisée au niveau thérapeutique dans ’ablation thermique de tumeurs.

[137]-[139]

b) Partenariat avec I’entreprise Anti Oxidant Power (AOP) pour

les analyses biologiques associées a I’étude
Pour tester la toxicité des NM et ondes RF nous avons besoin de matériel biologique, a savoir
des cellules humaines. Pour cela, le projet NANOWAVE comprend comme partenaire
I’entreprise Anti Oxidant Power (AOP) spécialisée dans la culture cellulaire et les études
toxicologique sur des modeles in vitro a I’aide d’une technique d’analyse dite LUCS spécifique
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a cette entreprise et brevetée. Nous avons travaillé en étroite collaboration avec ses membres
tout au long du projet. Les résultats présentés par la suite sont le fruit d’un travail commun.

c) Méthode LUCS deéveloppee par I’entreprise AOP pour

I’évaluation in vitro de la toxicité

11 existe de nombreuses méthodes d’analyse pour évaluer I’état de santé d’une cellule, ce qu’on
appelle des tests de cytotoxicité. Généralement on utilise des tests de viabilité cellulaire, qui
¢valuent ’homéostasie des cellules, c’est-a-dire le potentiel d’une cellule a réguler son
métabolisme suite a un évenement extérieur. Le test le plus connu est le MTT qui quantifie
’activité mitochondriale dans la cellule (pour faire simple « le moteur cellulaire »). On peut
aussi évoquer les tests d’apoptose (mort cellulaire), de stress oxydatif (présence de ROS),
inflammatoire (mesure de marqueurs pro-inflammatoires), prolifération cellulaire (division
cellulaire), génotoxicité¢ (dommages a I’ADN). Il en existe tout un panel. Dans notre cas, nous
allons utiliser une technologie mesurant la viabilité cellulaire et I’état d’homéostasie de la
cellule. Si I’homéostasie cellulaire est altérée et que les cellules n’arrivent pas a réguler leur
équilibre cellulaire, alors nous pourrons le détecter grace a la technique LUCS développée par
AOP. AQOP est une jeune entreprise hébergée au LAAS spécialisée dans la recherche, le
développement et la commercialisation de solutions et technologies sur les antioxydants. C’est
notre partenaire pour tout ce qui touche a la biologie dans le cadre du projet Nanowave (culture
cellulaire et tests de viabilité cellulaire).

Leur technologie LUCS [140] est basée sur une lecture de fluorescence. Suite a une exposition
a un agent toxique, un agent fluorescent est ajouté, le Thiazole orange (TO). Il s’agit d’un
intercalant de I’ADN, c’est-a-dire qu’il va générer de la fluorescence seulement en s’intercalant
dans I’ADN. Lorsque I’homéostasie de la cellule est normale, la cellule va pouvoir relarguer
facilement le TO, empéchant ce dernier de s’intercaler dans I’ADN. En revanche une cellule
altérée, dont I’homéostasie est perturbée, ne pourra pas gérer le flux de TO qui va pénétrer en
masse dans la cellule et s’intercaler dans I’ADN, générant une fluorescence. Cette fluorescence
est proportionnelle a I’état homéostatique de la cellule. Dans un second temps, une perturbation
extérieure est provoquée, ici un flash lumineux a 470nm. L’association de ce flash lumineux et
du TO présent dans les cellules va engendrer 1’apparition de ROS. La fluorescence augmente
alors rapidement pour atteindre un seuil maximal. Pour I’analyse, un rapport entre la
fluorescence post illumination dite L2 / pre illumination dite L1 est réalisé. Les cellules en
bonne santé auront un rapport ¢levé, tandis que les cellules altérées présentent un rapport faible.
(Figure 88)
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Figure 88 : Schéma de principe de la réponse en fluorescence de la technique LUCS

d) Description des modeles cellulaires pertinents utilis€s pour

cette étude

11 faut savoir que les ondes RF dans la gamme de 2,3 GHz peuvent pénétrer a quelques cm dans
le corps humain. Etudier des organes proches de la surface de la peau est donc pertinent. Nous
avons choisi par exemple le modéele cellulaire HEPG2 qui est une lignée hépatique cancéreuse
issue du foie. La peau est aussi un modele pertinent, d’ou le choix de la lignée HaCaT, des
kératinocytes provenant de la peau, immortalisées spontanément. Par ailleurs, nous savons que
les ondes radiofréquences interagissent grandement avec I’eau. Pour cela nous avons pensé aux
yeux, et choisi un mode¢le de cellule rétinienne RPE (épithélium pigmentaire rétinien), qui sont
des cellules souches différenciées. Nous avons décidé d’étudier un modéle neuron-like car
potentiellement plus fragile et sensible que les modéles cellulaires précédents, les SHS-YS5Y
issues de neuroblastome, également d’une lignée cancéreuse. Pour finir nous nous sommes
intéressés a des Fibroblastes (peau). Il s’agit cette fois ci de cellules primaires, donc plus
proches de la réalité et surtout supposées plus sensibles.

e) Premiers tests Nanowave : impact des NM a forte

concentration sur les différents modeles cellulaires

Dans un premier temps, nous avons testé la toxicité des NM seuls a une concentration définie
comme maximale sur les différents modeles cellulaires choisis. Nous avons donc exposé
pendant 24h les cellules aux NM évoqués dans le chapitre 1 a une concentration de 100pg/mL
(Cmax). Pour cela nous venons disperser pendant 30 secondes les suspensions méres & Img/mL
(NM dans DMEM) a la sonde a ultrasons pour réhomogénéiser au maximum la suspension de
NM. On vient ensuite prélever 10uL de cette suspension qu’on ajoute a 90uL de milieu de
culture, du DMEM dans notre cas, dans les puits ou les cellules sont préalablement déposées
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(24h avant). Apres I’exposition de 24h, la cytotoxicité induite par les NM est évaluée avec une
analyse LUCS présentée plus haut.

Les résultats obtenus pour les différents NM sur les 5 modeles cellulaires choisis sont présentés
de Figure 89 a Figure 93. Ces tests ont été réalisés sur au moins des triplicats (3 puits de la méme
condition) et par 3 expériences indépendantes (n=3). Ici est présentée une seule expérience
parmi les 3, car du fait de la variabilité cellulaire, nous ne pouvons pas rassembler les valeurs
sur un seul et méme graphique. En revanche, nous les avons comparés un a un pour chacune
des 3 expériences et nous avons observé les mémes comportements.

(Exposition aux NM concentrés a 100ug/mL, pendant 24h, a 37°C et 95% d’humidité, dans
plaque 96 puits, sur les différents modeéles cellulaires)

Toxicité des NM a 100pg/mL sur HEPG2
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Figure 89: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules HepG2 par la technique LUCS
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Toxicité des NM a 100ug/mL sur SHS-Y5Y
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Figure 90: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules SHS-Y5Y par la technique LUCS

Toxicité des NM a 100ug/mL sur RPE
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Figure 91: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules RPE par la technique LUCS
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Toxicité des NM a 100pg/mL sur HACAT
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Figure 92: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules HACAT par la technique LUCS

Toxicité des NM a 100pug/mL sur Fibroblastes
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Figure 93: Evaluation de la toxicité des NM a forte concentration sur cellules primaires Fibroblastes par la technique LUCS

Pour analyser ces résultats, il faut comparer les valeurs obtenues pour chaque NM par rapport
a celles des contrdles positifs et négatifs. Le contrdle positif nous permet de définir le seuil de
toxicité maximal correspondant a la totalité des cellules mortes. Pour cela on ajoute aux cellules
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de la chloroquine a forte concentration toxique. Le controle négatif est la condition non toxique,
aucun agent n’est utilisé sur les cellules. Ce controle permet de s’assurer que I’expérience a
fonctionné. Il faut comprendre que ces résultats ne sont pas absolus et qu’il y a une marge
d’erreur a prendre en compte liée a la sensibilité de la technique. Par exemple, sur le graphique
des fibroblastes juste plus haut, on voit que la réponse au CeO est supérieure a celle du controle
négatif. Ici il faut juste estimer qu’il n’y a pas d’effet sur la viabilité cellulaire, c’est une
variabilité due au vivant. Nous cherchons donc a observer des effets beaucoup plus tranchés.

A partir de ces résultats, on peut déterminer quels NM sont toxiques sur chacun des modeles
cellulaires et ainsi dresser le tableau suivant :

Tableau 19. Syntheése des résultats de toxicité des NM seuls suivant le modeéle cellulaire pour une
concentration en NM de 100 ug/mL

Ref JRC HEPG2 ‘S(I;‘S( RPE HACAT |Fibroblastes
NM-103 | TiO2 nulle nulle nulle nulle nulle
NM-104 | TiO2 nulle nulle nulle nulle nulle
NM-105 | TiO2 nulle nulle nulle nulle nulle
NM-110 | ZnO
NM-200 | SiO2 forte forte forte
NM-211 | CeO2 nulle nulle nulle nulle

Or nulle nulle nulle nulle nulle

Ag - moyenne 1égeére nulle

On remarque que la majorité des NM ne sont pas toxiques sur les modeles cellulaires étudiés,
a savoir le TiO; sous ses 3 formes, le CeO; et ’Or. Le ZnO a un effet trés tranché sur chaque
modele cellulaire, avec une réponse égale a celle du contrdle positif et donc toxique. Le SiO»
semble lui aussi trés toxique pour les 5 modeles. En revanche 1’argent semble avoir des réponses
variables en fonction du type de cellule exposé. Ces résultats étaient attendus et confirment ce
qui a déja été publié sur le sujet. Sur les modeles cellulaires, on remarque quand méme que les
Fibroblastes, cellules primaires, sont les plus sensibles et ont des réponses tres fortes pour les 3
NM toxiques.

Concernant 1’exposition aux NTC et nano argile, nous avons rencontré des problémes. Comme
on sur la Figure 94 on pourrait croire a une forte toxicité car le rapport est trés faible. Cependant
ce résultat est biaisé : les NTC et le NM600 sont morphologiquement les NM les plus
macroscopiques, générant de gros agglomérats. IlIs sont peu stables en suspension et vont
rapidement sédimenter en fond de puits. Nous avons constaté qu’ils présentent un aspect de
feuillets. En fait, nous nous sommes apergus que le faible taux de fluorescence obtenu était a la
fois di a la couche de NM qui forme un tapis sur les cellules, empéchant le TO de rentrer en
contact avec les cellules, et cette couche qui brouille le signal fluorescent du TO. Nous avons
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réalisé un test en ringant les puits apres les 24h, c’est-a-dire en retirant les NM apres exposition.
Mais sachant que les cellules mortes ne sont plus adhérentes au puits, celles-ci sont perdues
avec le rincage, ce qui modifie I’analyse. En conséquence, nous avons choisi de nous concentrer
sur les autres NM pour la suite de I’étude.
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Figure 94: Résultats LUCS sur les NM-600 et NTC pour une exposition de 24h sur cellules HepG2

f) Détermination de concentrations specifiques : EC10, EC50 et

EC90 pour les NM ¢évalues comme toxiques
Dans la partie précédente, nous avons testé nos NM a une concentration trés élevée de
100pg/mL (100mg/L) sur chacun des modéles cellulaires. A partir des résultats de ce test, nous
avons pu déterminer quels NM étaient toxiques sur les modeles cellulaires exposés.

Une fois ces NM sélectionnés, nous avons réalisé des doses-réponses sur les modéles cellulaires
choisis, pour déterminer les concentrations d’EC50 tres utilisés dans les études toxicologiques.
L’ECS50 représente la concentration a laquelle on observe 50% de 1’effet maximal observé. Cet
indice est énormément utilis¢ dans le monde pharmacologique pour quantifier les effets induits
par les médicaments. Dans notre cas, I’EC50 correspond a la concentration pour laquelle 50%
des cellules sont altérées. On peut aussi déterminer les EC10 et EC90 qui correspondent
respectivement a 10% et 90% de la réponse maximale.

Expérimentalement c’est trés simple : on part de notre concentration maximale a 100pg/mL et
on va la diluer par pas de deux, 10 fois. Cela aboutit aux concentrations suivantes : 100pug/mL,
50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL... jusqu’a 0,2 pg/mL.

Pour déterminer les différents EC, la réponse du signal LUCS en fonction de la concentration
en échelle logarithmique est tracée. Voici un exemple de courbe obtenue pour un NM, le SiO»
de type 200 sur cellules HEPG2.

130



(Exposition au SiO:z pour une concentration allant de 100 png/mL a 0,2 pg/mL par pas de 2,
pendant 24h, a 37°C et 95% d’humidité, dans plaque 96 puits)

Dose réponse NM-200 SiO, sur HEPG2
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Figure 95: Dose réponse du NM-200 (SiO2) déterminée par la méthode LUCS sur le modéle cellulaire HepG2

A partir de cette courbe on peut déterminer les différents EC50 qui nous intéressent, et les
récapituler dans le tableau suivant.

Tableau 20: Récapitulatif des valeurs des EC50 pour les 3 NM toxiques en fonction des modeles cellulaires

Eu(;fl‘:i“ NM-110 | NM-200| Ag
HepG2 12.6 55.6 49.6
SHS-Y5Y 9.0 56.6 | 194.1
RPE X X X
Hacat 11,1 16.5 X

F?I’\;I‘;%*;S)te 113 X X

Chaque dose réponse a été faite 3 fois indépendamment pour chacun des NM et sur chacun des
modeles cellulaires.

Nous n’avons pas pu réaliser ce test sur les cellules RPE, car ces derniéres sont tres difficiles a
cultiver et les stocks disponibles étaient faibles.
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g) Evaluation de la toxicité des ondes RF seules
Avant de s’intéresser a des potentiels effets synergiques ou du moins combinés, nous allons
regarder les effets des ondes RF seules a différents DAS (2, 6 et 10 W/kg) sur les modeles
cellulaires a 2,3 GHz en mode CW. Pour cela nous avons exposé les cellules pendant 24h aux
ondes RF dans 100uL. de DMEM. Voici les résultats obtenus en Figure 96 :

Test de I'impact des ondes RF sur différents
modeles cellulaires a plusieurs SAR
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Figure 96: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS des ondes RF a différents DAS pour les modéles cellulaires choisis

Ces résultats sont obtenus a partir d’une comparaison entre 4 puits exposés aux ondes RF (un
ilot complet) et 3 puits sans RF. La différence de ratio entre les données (de 200 a 700) est due
a la variabilité biologique entre les tests (état des cellules a I’instant t, nombre de passage, et
modele cellulaire). Afin de s’affranchir de ces différences, j’ai normalisé les données en tracant
les ratios en pourcentage par rapport a la moyenne des controles négatifs sans RF. (Figure 97)
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Test de I'impact des ondes RF sur différents

modeles cellulaires a plusieurs SAR (normalisé)
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Figure 97: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS des ondes RF a différents DAS pour les modéles cellulaires choisis,
normalisé

Visuellement on voit rapidement qu’il n’y a pas de différences significatives entre RF et sans
RF. Il est a noter que les premiers tests ont parfois été réalisés a plusieurs jours d’écart, car au
début nous avions qu’une seule plateforme d’exposition (16 puits RF). Le probléme était que
d’un ensemencement cellulaire & un autre il y avait une variabilité liée a 1’état des cellules a
I’instant t et au nombre de passage cellulaire (réplication des cellules hebdomadaire).
Aujourd’hui nous avons 4 plateformes d’exposition RF en paralléle (64 puits RF) utilisables en
incubateur et donc nous pouvons éviter une grande partie de cette variabilité biologique.

Pour les cellules HaCaT a 2W/kg, on observe cependant une différence notable, alors que pour
des DAS plus ¢élevés (6 et 1I0W/kg) nous n’avons pas cet effet. Ce modéele cellulaire est encore
a I’étude au moment ou j’écris ces lignes, et nous n’avons pour I’instant que n=1 pour cette
manip a 2W/kg. Il est prévu de réitérer cette expérience pour confirmer ou non I’effet observé.
Mais compte tenu des autres résultats c’est probablement un artefact de manip. Nous sommes
actuellement en train de compléter ces résultats. A I’heure actuelle, il semblerait qu’une
puissance allant jusqu’a 10W/kg n’ait aucun effet sur tous les modeles cellulaires testés, lignées
cancéreuses, non différenciés ou primaire. Actuellement, nous sommes limités a cette puissance
a cause de problemes d’évaporations liés a I’échauffement produit par les ondes RF (voir partie
2).

Ces tests ont été réalisés en CW (Continuous Wave).
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h) Co-exposition des ondes RF a différents DAS avec des
nanomatériaux a concentration maximale

Notre premicre idée pour une co-exposition est de surévaluer une condition par rapport a 1’autre,
c’est-a-dire de se placer dans le pire cas d’un des exposants et d’appliquer le second a une dose
non toxique, puis observer si 1’on voit des différences entre le 1¢ exposant seul, et la
combinaison des deux exposants.

i) Protocole pour évaluer les effets synergiques a forte concentration
des NM avec les ondes RF

Nous étions limités par plusieurs problématiques concernant les RF (matériel, évaporation,
calibration etc...), et nous n’avions donc pas déterminé avec exactitude une dose réponse des
RF qui iraient jusqu’a une toxicité. Nous avons donc fixé une puissance relativement
significative mais pour laquelle nous n’observons aucune toxicité, 6W/kg.

C’est donc les NM que nous avons sur-concentré a 100pg/mL. Nous avons considéré plusieurs
conditions :

- RF seules, nous permettant de confirmer qu’il n’y a pas d’effet toxique

- NM seuls, nous permettant d’avoir 1’étalon de toxicité provoqué par cette forte
concentration

- RF + NM, la co-exposition des deux facteurs que nous allons comparer aux résultats
avec NM seuls

- Controles positifs, pour définir un 100% de toxicité. Dans les tests biologiques que nous
réalisons, on utilise de la chloroquine fortement concentrée.

- Controles négatifs, nous permettant de nous assurer que le test n’a pas rencontré de
problémes. Ils peuvent aussi servir pour analyser les résultats sous forme de ratio, les
controles négatifs étant 100% viables et les positifs 0%.

Les résultats suivant chaque modele cellulaire pour une expérimentation sont indiqués sur les
Figure 98 a Figure 102 :

(Co-exposition simultanée aux NM a une concentration de 100 wg/mL, et ondes RF a 2,3 GHz
pour 6W/kg pendant 24h, a 37°C et 95% d’humidite, dans plaque 96 puits sur les différents
modéles cellulaires)
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NM (100ug/mL) avec ou sans RF (6 W/kg) sur HEPG2
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Figure 98: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes RF a 6W/kg sur le
modeéle cellulaire HepG2

NM (100ug/mL) avec ou sans RF (6 W/kg) sur SHS-Y5Y

500= Bl Avec RF
- = Sans RF
£
S a00{ M E o .l
3 I =
D
T
X 300+
= =+
%
= 200+
o
N
=
© 1004
; I H I H
0= T T T T T T T T T T
O 3 OV ) O O N S & &
A I .4 ° v & &
N N N N > P & o~

Figure 99: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes RF a 6W/kg sur le
modele cellulaire SHS-Y5Y
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NM (100pg/mL) avec ou sans RF (6 W/kg) sur RPE
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Figure 100: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes RF a 6W/kg sur le
modele cellulaire RPE

NM (100ug/mL) avec ou sans RF (6 W/kg) sur HACAT
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Figure 101: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes RF a 6W/kg sur le
modele cellulaire HACAT
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NM (100pg/mL) avec ou sans RF (6 W/kg) sur Fibroblastes
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Figure 102: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition des NM a Cmax et ondes RF a 6W/kg sur
cellules primaire Fibroblaste

Encore une fois nous sommes limités par la sensibilit¢ de notre méthode d’analyse. Il se peut
que nous voyions un effet qui semble important pour un NM en particulier, mais, lors du
deuxiéme ou troisiéme test, nous ne le reproduisons pas. Il est donc difficile de discerner des
effets 1égers. Nous investiguons actuellement cette problématique avec notre partenaire AOP
pour estimer la sensibilit¢ de la méthode LUCS et pouvoir déterminer si nous avons
statistiquement des différences significatives entre les conditions.

ii) Protocole pour évaluer les effets synergiques a [’EC10 des NM

avec les ondes RF

Une deuxieme idée a été de se placer a la limite de toxicité d’une des conditions, a savoir
I’EC10. Les cellules seront dans un état assez sensible pour nous permettre de voir si ’ajout
d’un deuxiéme agent fait tendre la réponse cellulaire vers plus ou moins de toxicité. Dans le
paragraphe précédent, nous nous étions placés a des concentration en NM tres fortes (100
pg/mL). Comme nous avons fait des doses-réponses des NM toxiques, nous connaissons
désormais leurs concentrations a EC10, EC50 et EC90 suivant le modéle cellulaire. Nous
supposons que la toxicité est plus susceptible de varier dans la zone EC10 ou 1’on commence
tout juste a voir le c6té toxique du NM. Si I’application des ondes RF induit un effet protecteur,
alors on devrait voir la toxicité diminuer. Si a ’inverse elles augmentent la toxicité, on verra
nos résultats se décaler vers I’EC50. II est possible qu’il n’y ait aucune interaction entre les
deux exposants et que I’on reste dans des valeurs similaires a celles obtenues a ’EC10. Le
protocole est le méme que précédemment, le seul changement est la concentration en NM. Nous
avons pour cela sélectionné les 3 NM présentant une toxicité, soit le ZnO, le SiO; et I’argent.

Nous avons fait les tests sur deux modeles cellulaires, les HEPG2 et SHS-Y5Y. Les conditions
des RF sont similaires aux tests précédents : 2,3 GHz en mode CW et un DAS de 6W/kg ou
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10W/kg. Les co-expositions sont réalisées durant 24h. Les résultats sont présentés Figure 103
et Figure 104 :

(Co-exposition simultanée aux NM toxiques a une concentration égale a I’ECI0, et ondes RF
a 2,3 GHz pour 6W/kg pendant 24h, a 37°C et 95% d’humidité, dans plaque 96 puits sur
différents modeles cellulaires)

Toxicité NM a C=EC10 avec ou sans RF (6W/kg) sur HEPG2
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Figure 103: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition a la concentrations spécifique ECI0 propre a
chacun des NM ZnO, SiO2 et Ag et ondes RF a 6W/kg sur modeéle cellulaire HepG2

Toxicité NM a C=EC10 avec ou sans RF (6W/kg) sur SHS-Y5Y
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Figure 104: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition a la concentrations spécifique ECI10 propre a
chacun des NM ZnO, SiO2 et Ag et ondes RF a 6W/kg sur modele cellulaire SHS-Y5Y

Nous n’observons pas d’effet particulier d’une co-exposition aux ondes RF et NM a cette
concentration spécifique. Nous avons alors décidé de faire un test similaire mais cette fois-ci
en ciblant un NM en particulier, le SiO, et de tester plusieurs EC pour voir si en changeant la
concentration on faisait apparaitre des effets significatifs. Nous avons donc réalis¢ la méme
expérimentation a 4 concentrations différentes : EC10, 20, 30 et 50. (Figure 105)
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Toxicité du NM-200 a différents EC avec ou sans RF (6W/kg) sur HEPG2
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Figure 105: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS d'une co-exposition a des concentrations spécifique EC10 EC20
EC30 et EC50 du NM-200 ( SiO) et ondes RF a 6W/kg sur modele cellulaire HepG2

Les résultats sont semblables aux précédents obtenus. Aucun effet significatif de I’application
des deux agents combinés par rapport & un agent seul n’est obtenu.

D’autres tests similaires sont prévus sur les Fibroblastes, cellules humaines primaires
probablement plus sensibles que les autres modeles cellulaires étudiés, sur lesquels nous allons
tester plusieurs EC combinés avec les RF a 10 W/kg maintenant que notre banc de test le
permet.
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2) Problématique de 1’évaporation du milieu de

culture provoquée par I’effet thermique des ondes
RF

Lorsque nous sommes montés en puissance pour atteindre des DAS de 15W/kg et 30W/kg,
nous avons commencé a détecter une forte toxicité sur les cellules. Cependant les effets
thermiques étant trés importants, nous avons mesuré la quantité restante de liquide apres le
test et il ne restait plus qu’environ 70uL dans les puits... ! Alors effectivement, le DAS a varié
au cours de I’expérimentation. Nous avions vu d’apres les travaux d’Ali Moscatiello également
en thése dans 1’équipe de recherche que le DAS diminue lorsque le volume diminue. Donc au
bout de 24h, le DAS était plus faible que celui désiré. Nous avons supposé que cette toxicité
était liée au phénomene d’évaporation du milieu. Afin de le démontrer, il a fallu réaliser une
expérience dédi¢e pour dissocier les effets d’évaporation de ceux des ondes RF.

a) Chauffer le milieu de culture avec les ondes RF en amont

d’une exposition sur cellules

Nous avons décidé de mener une expérience dans laquelle nous faisons chauffer par ondes RF
le milieu de culture seul. Pour cela, nous positionnons sur nos applicateurs RF notre plaque a
puits remplis chacun de 100uL de DMEM et appliquons les ondes RF exactement dans les
mémes conditions que précédemment. Nous exposons pendant 24h aux ondes RF notre milieu
de culture pour provoquer la méme évaporation que dans le test précédent. Ensuite nous
récupérerons ce milieu et le déposons dans une plaque contenant des cellules. On attend 24h
avec ce milieu déposé sur les cellules puis nous réalisons une analyse de toxicité.

Plusieurs conditions ont été testées :
- les cellules avec milieu de culture exposé aux RF

- Les cellules avec milieu de culture exposé au RF + le complément en milieu de culture ajouté
correspondant a la proportion de volume évaporé en DMEM. Par exemple, si on a 30%
d’évaporation dans les 100uL, alors on va préparer un mélange 70uL. DMEM exposé + 30uL
DMEM neuf.

- Les cellules avec milieu de culture exposé au RF + la proportion de volume évaporé en eau.
Nous appliquons la méme procédure que ci-dessus sauf qu’on ajoute de I’eau cette fois ci et
non du milieu de culture.

- Le controle DMEM + eau pour vérifier que ce n’est pas I’ajout de 1’eau qui a amené une
toxicité.

Pourquoi ajouter soit du DMEM soit de I’eau ? Parce que lors du chauffage RF c’est I’eau qui
va s’évaporer, entrainant une concentration du milieu de culture. A ce stade on ne sait toujours
pas si c’est le milieu de culture qui est sur-concentré ou bien s’il est dénaturé par I’exposition
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aux RF. Voici les résultats obtenus avec comme milieu DMEM pour les cellules, celui pré-
exposé en RF pendant 24h a 20W/kg. (Figure 106)

Toxicité liée a I'évaporation aprés 24h d'exposition du DMEM
a 20W/kg sur HepG2 (méthode LUCS)
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Figure 106: Evaluation de la toxicitépar méthode LUCS' liée a l'évaporation provoquée par l'exposition du milieu de culture
aux ondes radiofréquences a 20W/kg durant une exposition de 24h sur modele cellulaire HepG2

On remarque ici que lorsqu’on dépose le DMEM exposé préalablement aux ondes RF sur les
cellules, on obtient une légere toxicité. Lorsqu’on rajoute du DMEM en proportion de celui
évaporé (~30%), on se rapproche du contrdle négatif. Enfin lors de ’ajout de 1’eau, on retrouve
les valeurs de non toxicité. Par cette approche, on peut déja dire que 1’évaporation joue un role
dans la toxicité provoquée, trés certainement par une sur-concentration des composés du milieu.
Par ailleurs, nous avons voulu confirmer qu’en utilisant un autre test de cytotoxicité, nous
obtenions les mémes conclusions. Pour cela nous avons fait une analyse par MTT sur la méme
plaque. L’avantage de la technique LUCS est qu’elle ne nécessite pas de lyser les cellules pour
obtenir le résultat. Nous avons donc dans un premier temps analysé la plaque par LUCS (Figure
106) puis par MTT (Figure 107). Les résultats obtenus par les deux méthodes d’analyse sont
trés proches.
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Toxicité liée a I'évaporation aprés 24h d'exposition du DMEM
a 20W/kg sur HepG2 (méthode MTT)
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Figure 107 : Evaluation de la toxicité par méthode MTT liée a l'évaporation provoquée par l'exposition du milieu de culture
aux ondes radiofréquences a 20W/kg durant une exposition de 24h sur modele cellulaire HepG2

Un autre moyen de savoir si le DMEM a été dénaturé spécifiquement par les ondes RF est de
le chauffer par un procéd¢ similaire. C’est ce que nous allons vérifier dans la partie suivante.

b) Génération d’une évaporation du milieu de culture avec une

autre méthode de chauffage que les ondes RF

Pour savoir si le milieu était dénaturé par les ondes RF, nous avons décidé de provoquer cette
¢vaporation par une autre méthode de chauffage, avec 1’augmentation de la température de
I’étuve. Pour cela on va fixer la température de I’étuve a 55°C et vérifier toutes les heures la
quantité¢ de liquide dans les puits. Ainsi on pourra comparer différents taux d’évaporation et
essayer de déterminer un seuil pour lequel on voit apparaitre une toxicité. Une fois le taux
d’évaporation mesuré (en prélevant le volume a la pipette), on le récupere pour ensuite le
déposer plus tard sur les cellules. Une fois les différents milieux a des taux d’évaporation
différents prélevés, on lance une exposition aux différents milieux sur 24h, suivie d’une analyse
par LUCS. (Figure 108)

142



Test toxicité du milieu évaporé par étuve sur HepG2
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Figure 108 : Evaluation de la toxicité par méthode LUCS liée a l'évaporation générée par chauffage a l’étuve sur modele
cellulaire HepG?2

Sur ce graphique on voit qu’a partir de 20% d’évaporation dans le puits on commence a
remarquer ’apparition d’une toxicité. Nous pouvons donc définir un seuil a 15% pour lequel
I’évaporation et donc la surconcentration des composés du DMEM n’influent pas sur la toxicité
cellulaire. Lors de nos mesures, pour une exposition de 24h a 10W/kg nous étions a un taux
d’évaporation de 8-12%. Nous avons fait un test a cette puissance pour confirmer qu’il n’y avait
bien aucune toxicité. (Figure 109)

Toxicité liée a I'évaporation aprés 24h d'exposition du DMEM
a 10W/kg sur HepG2
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Figure 109: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS liée a I'évaporation provoquée par l'exposition du milieu de culture
aux ondes radiofréquences a 10W/kg durant une exposition de 24h sur modele cellulaire HepG2

On ne voit aucune différence entre le DMEM exposé seul, celui complété avec 10% d’eau et
les controles, ce qui valide le fait qu’on n’a pas d’impact lié¢ a I’évaporation du milieu a 10W/kg.
C’est la limite en puissance que I’on s’est fixé a ce jour pour notre systéme d’exposition aux
ondes RF avec plaques a 96 puits.
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c) Méthodes pour évaluer 1’¢évaporation du milieu de culture

Pour I’étude précédente, il a fallu mesurer la quantité d’eau évaporée suite a un échauffement
thermique. La méthode habituelle utilisée pour mesurer rapidement un volume dans un puits
est de prélever avec une pipette le volume contenu dans le puits. On régle la quantité de volume
a prélever supérieure au volume auquel on s’attend prélever. Par exemple, on va ajuster la
pipette a 100puL si on s’attend a prélever 90puL. Ainsi lorsque qu’on préléve, les 10uL manquant
vont étre remplacés par de I’air. Ensuite on diminue le volume de la pipette petit a petit jusqu’a
ce que le liquide soit en bout de cone. Cette technique est assez approximative, et comme nous
tatonnions sur ces problématiques d’évaporation, j’avais besoin de confirmer par une autre
méthode ce volume restant dans les puits.

Pour cela, j’ai utilisé une technique optique avec un microscope de type Hirox déja présenté
dans le chapitre 2) pour mesurer 1’écart entre le PCB et la plaque a puits. Le microscope Hirox
posséde aussi un systéme d’imagerie 3D. L’idée est de faire un focus sur le bord supérieur de
plaque et a la surface du liquide. En ayant la distance entre ces deux points et en la comparant
a des volumes connus on peut déterminer le volume inconnu.

Suite a ’expérience d’évaluation de 1’évaporation induit par application d’ondes RF, on préleve
sur 3 des ilots le volume restant avec la méthode pipette. Cela nous permettra de comparer les
résultats. Avec 12 puits mesurés par cette méthode, nous obtenons assez de données pour établir
une moyenne et nous pouvons nous attendre a des valeurs similaires dans le 4° 1lot. Sans toucher
aux puits du dernier 1lot exposé aux ondes, j’ai enlevé sur un bord de plaque le liquide de 9
puits. J’y ai rajouté 3 fois 100, 90 et 80 uL qui servent d’étalons.

Lors d’un essai préliminaire, on s’était rendu compte qu’il était tres difficile de faire le focus
sur le liquide. Pour cela j’ai eu I’idée d’y ajouter une pastille en plastique de Smm de diamétre
qui flotte a sa surface et sur laquelle il est facile de faire le focus. (Figure 110) On la dépose
délicatement dans le puits, de sorte a ce qu’on n’ait pas de bulles en dessous. L’autre avantage
important avec 1’ajout de cette pastille, est que I’on diminue grandement 1’aspect du ménisque
qui est plutdt conséquent dans les puits de si petit diametre. De méme, I’aspect transparent de
la plaque ne nous permet pas de faire un focus idéal sur le bord des puits. J’ai donc simplement
utilisé un marqueur de couleur pour colorier le bord des puits.

Nous voila préts a faire I’imagerie 3D. Nous allons donc relever les distances entre le bord de
puits et le haut de la pastille. (Figure 111) On fait une moyenne pour les étalons 100, 90 et 80
pL puis on mesure nos 4 puits inconnus de la méme maniére.

Hauteur Puits
mesurée
- Pastille
plastique
DMEM

Figure 110: Schéma de principe pour l'analyse de l'évaporation du milieu par la hauteur de milieu présent dans le puits
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Figure 111: Capture d'écran de l'analyse 3D réalisée par 'HIROX avec une coupe selon le plan jaune

Aprés comparaison des hauteurs trouvées sur les puits de références (80,90 et 100uL), nous
retrouvons des résultats semblables a la mesure faite a la pipette. Nous pouvons donc valider
cette technique qui est beaucoup plus rapide que celle faite avec le microscope Hirox.

d) Recherches pour tenter de limiter I’évaporation du milieu de

culture
Il existe plusieurs techniques commerciales permettant de diminuer 1’évaporation dans des
plaques 96 puits.

Eppendorf a mis sur le marché une plaque a puits novatrice permettant de réduire drastiquement
I’évaporation des bords de plaques. Leur technologie consiste a remplir la bordure des puits de
liquide par des canaux dédiés. Normalement sur les temps longs (plusieurs jours), on remarque
une évaporation conséquente sur les puits de bordure. Il est classique pour toute étude faite par
les biologistes de ne pas utiliser les puits en bordure de plaque, ce qui réduit de 30% le nombre
de puits utiles alors a 60 au lieu de 96. Avec ces plaques Eppendorf, on annule quasiment tout
effet d’évaporation. Cependant dans notre cas la présence de liquide dans la plaque et non les
puits va affecter grandement notre répartition du champ électromagnétique.

En revanche j’ai pensé a deux autres méthodes :

- Développer un couvercle avec des cones pointés vers les puits, permettant aux gouttes
d’y retomber,

- Faire des trous sur le couvercle de la plaque a puits pour permettre un flux d’air et
diminuer le gradient de température entre le liquide et I’environnement.
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1) Evaluation de la solution avec modification du couvercle des
plaques a puits :
Lorsqu’on chauffe le milieu et génére I’évaporation, on remarque sur le couvercle de plaque de
nombreuse gouttes microscopiques. L’idée était donc de développer un couvercle avec des
picots, qui permettraient aux gouttes condensées de retomber par gravité dans le puits d’ou elles
proviennent.

J’ai testé un premier prototype fabriqué par impression 3D, développé par Lionel Seguier du
FabLas du laboratoire LAAS. Ci-dessous est présentée une photo du couvercle en Figure 112.

Figure 112: Plaque 96 puits avec couvercle a picots imprimé en 3D

Ce couvercle recouvre 48 puits de la plaque. De par la symétrie de notre PCB, on aura donc une
moitié de plaque recouverte par ce nouveau systeme et I’autre moitié par le couvercle usuel. Le
test d’évaporation a été réalisé dans les conditions de 10W/kg pour une exposition de 24h. Pour
comparer ces évaporations, on peut penser a plusieurs méthodes. Dans ce cas-ci, je vais prélever
a I’aide d’un pipette le volume post exposition de chaque moitié¢ de plaque et les comparer. Ces
prélévements sont rassemblés dans un tube Eppendorf de 5 mL pour chaque partie de plaque.
Au préalable, chaque tube a été pesé car il peut y a des variations entre chaque contenant. Au
final, on n’observe pas de différence significative entre les 2 poids obtenus. Si I’on divise le
volume total obtenu par 48, une évaporation moyenne de 12 % est atteinte. D’ailleurs juste
apres 1’exposition aux ondes RF, on peut voir sur le couvercle imprimé en 3D les microgouttes
qui sont restées sur sa surface comme sur la Figure 113. Elles n’ont pas été entrainées par la
gravité.
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Figure 113: Image des gouttes déposées sur les couvercles imprimés en 3D suite a |'évaporation du milieu

J’ai testé par la suite deux autres type de matériaux 3D qui sont beaucoup plus lisse en pensant
que je diminuerai ainsi le potentiel d’adhésion des gouttes au support mais ¢a n’a pas été
concluant. Un travail plus approfondi serait nécessaire pour choisir le matériau adéquat ainsi
que la géométrie idéale.

i1) Evaluation de la solution avec un couvercle percé de trous :
L’idée ici est de réalisé un trou d’1mm dans le couvercle au-dessus de chacun des 96 puits,
permettant ainsi au flux d’air ambiant de venir refroidir le contenu du puits. En pratique on a
observé que I’évaporation obtenue apres exposition était bien supérieure a celle obtenue avec
un couvercle non troué.

Nous avons pu comparer en paralléle une plaque avec couvercle standard, et une avec un petit

trou d’Imm sur chacun des puits. Le volume moyen évaporé avec la plaque au couvercle
classique est de 10%, tandis que celui avec celle au couvercle troué est de 25%. La Figure 114
montre un comparatif entre le DMEM exposé d’une plaque trouée (bleu) et celui d’une plaque
au couvercle normal (rouge). Comme précédemment nous récupérons ce milieu qu’on dépose
sur les cellules pour une incubation de 24h, puis on réalise une analyse LUCS. On remarque le
méme phénomene observé plus haut, une forte évaporation entraine de la toxicité sur les
cellules.
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Toxicité liée a I'évaporation aprés 24h d'exposition du DMEM a 10W/kg
sur HepG2 sur deux plaques différentes

800~

600 -

400+

200+

ratio [L2/L1] x 100 (RFU 535nm)

0=

Figure 114 : Evaluation de la toxicité par méthode LUCS liée a l'évaporation provoquée par l'exposition du milieu de culture
aux ondes radiofréquences a 10W/kg durant une exposition de 24h sur modele cellulaire HepG2 pour différents couvercles

Nous n’avons donc pas encore trouvé de moyen technique nous permettant de réduire
I’évaporation généré par I’incrément thermique des RF et donc d’augmenter notre puissance
d’exposition aux RF au-dela de 10 W/kg pour notre plateforme d’exposition RF pour plaque a
96 puits.

e) Réflexion sur les problématiques des effets thermiques induits
par les RF

Une grande majorité des études toxicologiques sur les ondes radiofréquences mettent en place
des bancs de tests avec un systeme de régulation thermique. Lors de 1’application de DAS
relativement élevés, supérieurs a 2W/kg, I’effet thermique n’est plus négligeable. L objectif de
ces études est de déterminer de potentiels effets athermiques. Notre vision de la problématique
est différente. On ne peut pas décorréler 1’échauffement provoqué par I’application d’onde
radiofréquence des potentiels effets toxiques car dans une exposition réelle ce phénoméne
thermique est bien présent. Il y a peut-étre un effet cumulatif par exemple. Dans notre choix de
ne pas décorréler les effets thermiques et athermiques, nous devons donc nous assurer que cet
échauffement n’entraine pas de toxicité par ce simple incrément thermique. Comme nous
travaillons sur des modeles in vitro, il suffit simplement de faire une expérience d’incubation a
37°C + Pl’incrément thermique comme témoin des effets thermiques. Si par exemple une
exposition a 20W/kg entraine une élévation de la température de 3°C au fond des puits, on régle
notre incubateur a 40°C pour les 24h d’exposition et on évalue la toxicité induite par un
¢lévation thermique seule sur les cellules. Le fait de monter la température de I’incubateur est
alors un « pire cas » puisque la totalité du liquide des puits va se retrouver a 40°C, ce qui sera
beaucoup plus homogeéne que notre exposition RF. Si dans ces conditions on n’observe pas de
toxicité alors nous sommes assurés que les effets thermiques provoqués par les ondes RF
n’altérent pas I’homéostasie cellulaire.
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Ci-dessous sont présentés les résultats de tests thermiques réalisés sur 3 modéles cellulaires a
deux températures différentes. Une plaque est placée dans 1’incubateur a 37°C tandis qu'une
autre plaque est placée parallelement dans un autre incubateur a 40°C. L’état cellulaire a
I’instant t ainsi que le nombre de passage sont donc identiques pour les deux conditions.

40°C vs 37°C pendant 24h sur différents modéles cellulaires

1000-
= mw 37°C
S 800~ B 40°C
(3]
n
=
[TH
& 600+
o
o
x
= 400+
~
N
=}
o 200+
S

o-

SHS-Y5Y HEPG2 HACAT

Figure 115: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS de différents modéles cellulaires maintenues 24h dans un
environnement a 37°C ou 40°C

On voit a nouveau qu’en fonction des modeles cellulaires il y a une différence importante sur
les ratios obtenus. On peut donc normaliser ces valeurs par rapport a la moyenne de chacune
condition a 37°C pour obtenir le graphique suivant :

40°C vs 37°C pendant 24h sur différents modeéles cellulaires
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Figure 116: Evaluation de la toxicité par méthode LUCS de différents modéles cellulaires maintenues 24h dans un
environnement a 37°C ou 40°C (normalisé)

On n’observe pas de différence entre les plaques exposées a 37°C et celles a 40°C sur les 3
modeles cellulaires testés. Nous pouvons donc confirmer que si nous observions des effets
durant nos tests ils ne seraient pas uniquement liés aux effets thermiques.
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3) Caractérisation de la matiere

Jusqu’a présent on a vu le fait d’exposer aux ondes RF des échantillons biologiques pour
¢valuer la potentielle toxicité des ondes radiofréquences. C’est une problématique assez
nouvelle dans 1’équipe MH2F, d’utiliser des systémes d’exposition aux ondes RF.
Historiquement 1’équipe ¢étudie plutdt les interactions de la matiere avec les ondes RF pour la
caractériser par ses propriétés diélectriques. Utiliser donc les ondes RF comme capteur puis
récupérer les données de I’échantillon sondé pour en déduire des propriétés. [141], [142]

a) Mesure par CPW avec station sous pointes

1) Principe de la technique
En appliquant un champ électromagnétique sur un échantillon on va induire une polarisation de
tout ce qui la constitue : molécules, atomes et ¢lectrons. Cette polarisation varie en fonction de
I’objet analysé et est caractérisé par sa permittivité relative epsilon R. La spectroscopie
diélectrique est la détermination de la permittivité en fonction de la fréquence du champ
¢lectrique appliqué ; cette technique détermine la « signature diélectrique » intrinséque au
matériau. [143]

On va donc appliquer un champ électromagnétique sur un échantillon et récupérer les
informations contenant les données de cette permittivité. Pour cela on va utiliser une ligne de
transmission coplanaire reliée a une station sous pointe et un analyseur de réseau. Au-dessus de
cette ligne on a une structure en SU8 et recouverte de PDMS formant ainsi un réservoir qui
contient le liquide a analyser. Le guide d’onde coplanaire est constitué¢ de 3 électrodes : masse
—signal — masse. De part en part de ces lignes on viendra positionner les pointes RF a 3 broches
qui amenent le signal et mesure la transmission et la réflexion de ce dernier. Ces deux
parametres, Si2 et Si1, représentent les rapports entre le signal émis et les signaux transmis ou
réfléchis par 1’échantillon testé.

Cette technique est trés puissante car non invasive, nécessitant de volume faible de 1’ordre de
quelque pL et d’une précision remarquable. [142]

i1) Description et préparation du dispositif
Pour se rendre compte des dimensions, le canal mesure 9mm de long pour 1mm de large, et
s’¢largie 1égérement au niveau du guide d’onde. La hauteur des bordures en SU-8 est de 250um
et de 500pum d’épaisseur le long du canal puis se réduisent a 200pum au niveau de la ligne d’acces
pour diminuer les pertes diélectriques. (Figure 117) On a un volume total de fluide contenu
dans le canal de 2,25uL.

Ce dispositif est réalisé en salle blanche. De mon c6té j’ai utilisé des dispositifs déja préparé
par mes prédécesseurs. [144], [145] Je vais rapidement détailler les caractéristiques du
dispositif.

Ce composant est réalisé sur substrat de quartz 4 pouces, car ¢’est un matériau a faibles pertes
diélectriques, rigide et biocompatible. Le dispositif final est la somme de 3 principales étapes
de fabrication :
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- Le guide d’onde coplanaire,
- Les piliers de SU-8,
- Développement et assemblage des capots en PDMS, étape que j’ai da réaliser.

Sortie fluidique

Entrée fluidique

Figure 117: Photo du dispositif utilisé avec les dimensions correspondantes

Concernant les capots de PDMS, nous avons un moule qui permet d’obtenir ces derniers aux
bonnes dimensions et avec des rebords sur le dessus, permettant de contenir le fluide. On vient
couler le PDMS mélangé a son agent réticulant sur ce moule en silicium pour obtenir une fine
couche de quelque millimeétre. Le PDMS va passer d’un état visqueux a un état beaucoup plus
rigide apres une cuisson d’une nuit sous 60°C. On vient ensuite découper manuellement chaque
capot a 1’aide d’une lame et d’une loupe binoculaire. On poingonne chacune de ses extrémités
avec un puncher afin de réaliser les ouvertures fluidiques (entrée et sortie). Pour fixer ces capots
en PDMS sur la structure en SU-8, on va utiliser une technologie plasma, qui modifie la chimie
de surface du PDMS et génére des terminaisons silanol (SiOH) permettant le collage sur les
murs en SU-8. On fait un dernier recuit de quelques heures pour finir de fixer le collage. Nos
dispositifs sont désormais preéts.

111) Banc de test RF

Voici un synoptique ainsi qu’une photo du banc de manip en Figure 118 :

Ordinateur |— VNA Station sous
pointes
Wafer
de test —
3 Fluidique
Ecran ,
caméra Caméra

Figure 118: Synoptique du banc de test pour la mesure sous pointe
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Le dispositif est placé sur une platine mobile selon X et Y, et qui maintient le wafer en place en
faisant le vide sous celui-ci. Coté RF sous avons deux pointes RF connectées a deux ports d’un
analyseur de réseaux. Ces pointes sont positionnées sur des micropositionneurs permettant de
réaliser des déplacement micrométrique selon X,Y et Z. Nous pouvons nous assurer du bon
déplacement des pointes par une caméra placée au-dessus et centrée sur le dispositif, nous
permettant ainsi de poser les pointes avec une précision maximale. De plus cette caméra nous
permet d’observer le liquide contenu au sein du dispositif et d’apercevoir par exemple si des
résidus sont bloqués. Cette caméra est reliée a un écran. Le systéme fluidique est assez simple
et efficace, un embout de seringue placé en bout d’un tuyau est reli¢ a une seringue de SmL.
Ainsi on peut aspirer ou pousser le liquide dans le dispositif. Dans d’autres cas on peut utiliser
on pousse seringue automatique pour avoir un débit constant, nous n’en avons pas [’utilité ici.
Enfin nous avons I’ordinateur de travail sur lequel on observe les spectres de Si1 et Si2, et avec
lequel nous ferons I’acquisition des mesures et un traitement des données sur Matlab en temps
réel.

L’ensemble de cette station est placé sur une plateforme a coussin d’air permettant d’éviter les
chocs et vibrations qui pourraient endommager les pointes RF.

iv) Exemple type de mesure
Comme mentionné précédemment cette technique et trés précise mais donc trés sensible. Un
protocole de test a été mis en ceuvre pour calculer expressément les propriétés diélectriques du
fluide a analyser. Nous nous sommes appuyés sur le principe d’épluchage (de-embeding) c’est-
a-dire que 1’on mesure indépendamment chacune des contributions pour les soustraire a la
mesure et n’obtenir que les caractéristiques de 1’échantillon.

Dans un premier temps il y a une étape de calibration de notre analyseur de réseau. Ensuite on
passe a notre wafer sur lequel sont positionnés nos dispositifs de test ainsi que des dispositifs
spécifiques a la calibration. Ce sont typiquement les longueurs des « bouts » de lignes qui
permettent 1’accés aux pointes avec et sans SU8. En soustrayant ces parties lors du traitement
des données on aura uniquement les valeurs de permittivité de 1’échantillon liquide. Ensuite on
se place sur le dispositif choisi que nous utiliserons tout au long de la manipulation. On pose
les pointes et on réalise une mesure du dispositif a vide.

A partir de ce moment on peut lancer la mesure des échantillons.

Il faut tout de méme prendre quelques précautions. On va passer les échantillons du moins
concentré vers le plus concentré. On réalise en moyenne une dizaine d’acquisition par
échantillons passés. On va aussi rincer le canal avec de 1’eau plusieurs fois entre chaque
¢chantillon et prendre 3 mesures de 1’eau pour pouvoir les comparer par la suite. Cela nous
permet de voir s’il y a une dérive dans les mesures au fil des tests.

b) Caracterisation d’échantillons contenant des NTC en

concentration inconnue meélangés a une matrice organique
Nous avons pu contribuer a une étude internationale de caractérisation d’échantillons,
impliquant de nombreuses équipes a travers le monde entier. Le principe est simple, comparer
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différentes méthodes d’analyse d’un méme lot d’échantillons pour déterminer les techniques
les plus adaptées a cette caractérisation.

1) Principe et enjeux
Pour cette étude nous allons devoir déterminer une concentration inconnue de nanotube de
carbone dans une matrice organique. Voila le probléme, la matrice organique contient elle aussi
du carbone et il n’existe aucune technique rapide et simple pour les différencier. Dans I’équipe
MH2F Floriane Bourdiol avait réalisé une étude sur la détermination d’une concentration en

NTC dans des larves, et nous nous sommes appuy¢€s sur ses travaux pour répondre a ce projet.
[146]

Pour cette étude nous disposons des NTC seuls (3 types différents), de la matrice organique
seule, et de 2 échantillons de matrice organique contenant les NTC en concentration inconnus
pour les 3 types de NTC. On connait tout de méme un ordre de grandeur de concentration, entre
10 et 50 mg de NTC par gramme de matrice organique. On parlera donc ici de mg/g ou pg/g
qui correspondent & MasseNTC)/ MaSSE(matrice organique). L’ échantillon (NTC-1) contient des NTC
Mitsui de Carbon Nanotech et les échantillon (NTC-2) et (NTC-3) issus respectivement des
NM-401 et NM-403 provenant du JRC.

Notre plan d’attaque est de préparer une gamme d’étalonnage a partir des solutions de NTC
seuls et de la MO allant de 10mg/g jusqu’a 50mg/g. Normalement d’apres les études
précédentes on devrait obtenir un comportement linéaire de la permittivité¢ en fonction de la
concentration en NTC et, a partir de 13, croiser avec les échantillons inconnus pour prédire leurs
concentrations en NTC.

i1) Préparation des échantillons

Cependant nous avons les échantillons sous forme de poudre. Pour les analyser avec notre
dispositif il faut les mettre en solution. Ces poudres sont difficilement manipulables, chargés
¢lectrostatiquement et tres volatiles en plus d’étre extrémement toxiques, les NTC en poudre ne
sont pas une partie de plaisir a peser ! On va préparer une solution mere de MO (matrice
organique) et peser une seule fois la quantité de NTC nécessaire, pour avoir une solution a la
concentration maximale de 50mg/g. Ensuite on procedera a des dilutions pour avoir la gamme
d’étalonnage complete.

La fenétre des concentrations est [10-50] mg/g ou pg/mg. J’ai testé plusieurs concentrations
pour la matrice organique : 1g/mL, 100mg/mL et 10mg/mL, toutes dans de I’eau DI. Les deux
premigres concentrations ne sont pas viables : beaucoup trop épaisses et visqueuses, on ne
pourra pas les utiliser dans notre dispositif microfluidique. De plus elles s’altérent tres
rapidement dans le temps et forment un « bloc » solide au bout d’une journée conservées au
réfrigérateur. On va donc partir d’une solution de MO a 10mg/mL avec une concentration de
NTC a 50mg/g ce qui correspond a 500pg/mL.

Dans nos préparations nous devons toujours avoir un facteur 100 entre les NTC et la MO
puisqu’on ne peut pas altérer les solutions de concentration inconnues (de ’ordre de
10mg/g).

Pour la MO : Une préparation de la poudre est nécessaire en amont. En effet cette poudre n’est
pas parfaitement broyée et on trouve des morceaux de quelques millimétres qui ne seront pas
solubles dans I’eau. Ces morceaux vont bloquer le prélévement dans les cones des pipettes et
risque également d’obstruer la fluidique du dispositif. En plus de cela, on note la présence de
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petites billes qui permettaient d’homogénéiser le mélange lors de la préparation des
¢chantillons. Pour enlever ces objets macroscopiques on va utiliser un tamis trés fin et récupérer
une poudre fine et homogéne. On évacue ainsi les grosses particules de matrice de poumon de
porc ainsi que les billes de zircone. (Figure 119)

Poudre homogene
récupérée

Figure 119: Tamis contenant les déchet (a gauche) et poudre filtrée grace au tamis (a droite)

Ensuite seulement on peut préparer la solution a partir de la poudre tamisée. On va peser 100mg
de poudre et y ajouter 10 mL d’eau. On homogénéise le tout avec la sonde a ultrason comme
dans le protocole de préparation des NM.

Pour la gamme d’étalonnage : on prépare la solution la plus concentrée a 50mg/g puis on la
dilue. On péese donc entre 2 et 3 mg de NTC auxquels on ajoute entre 4 et 6 mL (la valeur exacte
pesée x2) de solution de MO précédemment préparée. On mélange le tout avec la sonde a
ultrason et on obtient une solution de NTC et MO a 50mg/g. Pour avoir une référence de dilution
on va considérer la concentration en NTC, donc ici 500pug(NTC)/mL. On réalise ensuite une
gamme de dilution avec la solution de MO pour obtenir les concentrations de 40, 30, 20 et 10

mg/g.

Pour les poudres inconnues : on sait qu’elles sont entre 10 et 50 mg/g de concentration. On va
négliger le poids des NTC (100x plus faible) et préparer nos solutions a partir de la MO. Il faut
les préparer a la méme concentration que la MO précédente donc a 10mg(MO)/mL. On pese
alors environ x mg de cette poudre inconnues (x compris entre 10 et 15) que I’on dispersera
dans x/10 mL d’eau DI. On commet ici deux graves erreurs que je détaillerai par la suite ! (Non
ce n’est pas le fait de négliger le poids des NTC !)

111) Détermination des concentrations inconnues et premiers
résultats
Les spectres obtenus en fonction de la fréquence sont présentés en Figure 120 et Figure 121 :
on choisit sur ces spectre les fréquences pour lesquelles nos courbes se discriminent le plus
facilement. Par exemple ici on a choisi pour la partie réelle de la permittivité relative du liquide
El, 1,54 GHz et pour la partie imaginaire de la permittivité relative du liquide E2, 16 GHz
(lignes verticales rouges).
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Figure 120: Spectre obtenu pour différentes concentrations en NTC, E1 en fonction de la fréquence
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Figure 121: Spectre obtenu pour différentes concentrations en NTC, valeur de E2 en fonction de la fréquence

A partir de ces fréquences on va pouvoir tracer un diagramme dit de « Cole-Cole » représentant
E1 en fonction de E2. Sur ce diagramme on doit voir apparaitre une tendance linéaire.
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Figure 122: Diagramme Cole-Cole obtenus avec les parametres EI a 1,54 GHz et E2 a 16 GHz

On aboutit ainsi en Figure 122 a une belle droite d’étalonnage d’une grande précision (R?=0.99),
avec des valeurs bien distinctes. On pourra alors positionner facilement nos solutions incon...
Et bien non, on observe quelque chose d’étrange avec les échantillons de concentration
inconnues (5) et (6) ... ! Malheureusement ils se trouvent hors de notre gamme étalon. Alors
qu’ils sont censés contenir des concentrations quasi similaires a celles de notre gamme étalon.
Nous avons émis I’hypothese que les échantillons inconnus regus n’étaient pas homogenes, et
que la poudre s’était hétérogénéisée dans le temps. En effet les NTC auraient par exemple pu
se déposer majoritairement sur le bord de I’eppendorf. C’est 1a que nous avons commis une
premiére erreur en prélevant uniquement une fraction de la poudre. Pour confirmer cette
hypothese j’ai préparé 4 échantillons a partir de la poudre inconnue avec le méme protocole.
Les résultats sont présentés sur la Figure 123 : six mesures pour chacun des 4 échantillons a
gauche et leurs moyennes a droite. On remarque des différences importantes entre chacune de
ces moyennes, et les nuages de points sont trés dispersés. Sur ces moyennes on voit un écart
maximal selon E2 de plus de 1 et selon E1 de 0,15. Si I’on observe les valeurs de E2 de la
Figure 122, on constate que la dispersion est beaucoup trop importante pour pouvoir réaliser
des identifications de concentration précises.
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Figure 123: Dispersion des points pour une méme concentration : valeurs (a gauche) et moyennes (a droite)

et de NTC
Il y a une certaine variabilité lors de la préparation de nos échantillons inconnus si I’on préléve
seulement une portion de poudre dans 1’epperdorf. Par curiosité nous nous sommes alors dit
que si la proportion de NTC dans la MO avait varié lors de la préparation de ces échantillons
inconnus, alors si I’on réalise plusieurs droites d’étalonnage avec des proportions en NTC/MO
différentes, alors on devrait pouvoir estimer cette variabilité du prélévement.

1v) Caractérisation d’une variation a la fois en concentration de MO

J’ai donc préparé trois gammes étalon avec des concentrations en MO différentes. On en
prépare une a 10mg/mL comme précédent, et deux nouvelles a 20mg/mL et 30mg/mL. La
quantité de NTC dans ces gammes ne varie pas. C’est-a-dire qu’initialement pour la plus faible
concentration de la gamme on était a 10mg/g. Maintenant on aura une gamme ou il sera a Smg/g
(100pg de NTC dans 20mg de MO) et une derniére a 3,3mg/g (100pg de NTC dans 30mg de
MO). Voici les résultats que nous obtenons sur le diagramme Cole-Cole en Figure 124 :
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Figure 124 : Diagramme Cole-Cole pour 3 concentration en MO différentes et pour chacune d’entre elle 4 concentrations en
NTC

Chose surprenante, on différencie étonnamment bien les 3 droites étalons. La puissance
d’analyse de notre dispositif est bien réelle et on peut discriminer de fagon trés précise des
¢échantillons de méme élément chimique. Cela fera I’objet d’un papier trés prochainement.

Cependant, on remarque toujours que les échantillons de concentrations inconnues ne se
trouvent toujours pas sur les droits étalons. Vient alors notre derni¢re hypothese, et qui serait
donc notre ultime erreur : la maniére de préparer les échantillons influe sur notre caractérisation.

v) Nouveau protocole de préparation
Pour cela nous avons demandé a I’initiateur de 1’expérience de nous fournir des échantillons
supplémentaires, a forte concentration pour pouvoir les diluer, mais préparé exactement dans
les mémes conditions que les échantillons inconnus. Ainsi on s’affranchira de la variabilité¢ du
protocole de préparation.

De plus nous avions remarqué une forte variabilité entre les échantillons préparés a partir de la
poudre de concentration inconnues : ceci est dii a la non-homogénéit¢ de la poudre dans
I’eppendorf. Nous lui avons demandé¢ de nous fournir a nouveau des eppendorfs contenant les
échantillons inconnus. Nous diluerons cette fois ci la totalité de I’eppendorf (et non une
fraction) en pesant la totalit¢ de la poudre et ajoutant le volume d’eau nécessaire. Ainsi on
s’affranchira de la variabilité du prélévement dans le mélange inconnu.

Nous avons observé que les points des courbes précédentes étaient tout de méme tres proches.
J’ai donc pensé a concentrer plus les échantillons : précédemment j’avais rencontré des
problémes pour des solutions plus concentrées, qui bouchaient le canal fluidique et n’étaient
pas stables dans le temps. Pour contrer ces problématiques j’ai fait un test en préparant la MO
dans 80% d’eau DI et 20% d’éthanol. J’ai obtenu une solution beaucoup plus fluide et stable
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dans le temps. La gamme étalon 10x plus concentré (a la fois en NTC et MO pour conserver
bien entendu le rapport NTC/MO) nous donne le méme comportement que précédemment, et
les points sont plus facilement discriminable. On a un rapport de quasiment 10 pour E1 et E2
entre chaque point de la gamme.

On pourra donc partir sur ces concentrations pour les prochaines analyses.
Nous avons regu nos nouveaux échantillons pour ’analyse :

- Me¢élanges inconnus de NTC dans MO, A [10-30mg/g] et B [30-50mg/g]
- Me¢élange de concentration connu de NTC dans MO, a 39 mg/g

Pour ces trois échantillons nous allons peser la totalité¢ de la poudre et y ajouter le volume de
liquide correspondant (eau 80% + ethanol 20%) afin d’obtenir des solutions & 100mg/mL de
MO. On va ensuite réaliser une dilution de 1’échantillon de concentration connue a 39 mg/g
pour obtenir 30 mg/g, 20mg/g et 10mg/g.

On aura alors :

A : [10-30] mgnrc/gmo

B : [30-50] mgnrc/gmo

Nos solutions étalons, 10, 20, 30 et 39,45 mgnrc/gmo
Notre MO seule a 0 mg/g

On va faire 2 manipulations indépendantes, dans lesquelles on mesurera chaque échantillon 10
fois. On commence par mesurer I’eau jusqu’a stabilisation de la réponse diélectrique. Ensuite
on mesure la MO seule 10 fois. Suite & quoi on mesure la premiére concentration de la gamme
a 10mg/g 10 fois. On rince le dispositif avec la MO seule, et on prend 3 mesures. Puis on passe
I’échantillon suivant etc... Et on fini avec 3 acquisitions de la MO seule.

Jusqu’ici j’ai présenté les résultats d’un seul type de NTC pour faciliter la lecture. Mais ces
expériences ont été réalisé avec 3 types de NTC différents (3)b)i)) :

Pour la derni¢re campagne de mesures, nous n’avons pu obtenir que 2 de ces NM a des fortes
concentration et connues, le (NTC-1) a 3945 mg/g et le (NTC-2) a 39,0 mg/g.
Malheureusement pour le (NTC-3) je n’avais pas assez de masse pour pouvoir réaliser une
gamme de dilution. Je vais donc présenter ici les résultats pour les NTC-1 et NTC-2, chacun
basés sur 2 expériences indépendantes (donc 4 expériences au total) et d’aprés le protocole
expérimental qui préceéde ce paragraphe.

vi) Traitement des données et résultats finaux
On obtient le méme genre de spectre que précédemment : E1 et E2 en fonction de la fréquence
(Figure 120 et Figure 121). Tout d’abord, on a tracé les moyennes des 10 valeurs de chacun des
¢chantillons. On choisit a partir de ce graphiques les fréquences qui nous permettent de
discriminer au mieux les courbes, ici nous avons choisi 1,54 GHz pour E1 et 16 GHz pour E2.
On prendra ces valeurs pour toutes les expériences.

Dans les 4 expériences, I’échantillon de MO seule est censé donner les mémes valeurs. De
méme ’eau mesurée avant chaque test doit étre comparable. Cependant de par la calibration, le
dispositif et la maniere de poser les pointes, on va générer une légere dérive qui nous empéche
de comparer les résultats entre eux. Pour cela on va faire une normalisation par rapport a I’'une
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des manips. Les graphiques suivants sont les résultats de 4 manips distinctes pour lesquelles on
a représenté uniquement ’eau et la MO. Chaque couleur correspond a un des tests.
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Figure 125: Diagramme Cole-Cole de la MO et |'eau mesurées pour 4 expériences indépendantes. A droite, représentation
visuelle de la correction a effectuer

On remarque sur la Figure 125 que les points correspondant a 1I’eau dans une méme manip sont
quand méme beaucoup moins dispersés. Il est donc préférable de normaliser les valeurs par
rapport a celles de 1’eau, par exemple ici de celle de la manip NTC-1 1 en bleu clair. On
récupere 1’écart sur E1 et E2 pour chacun des tests NTC-1 2, NTC-2 1 et NTC-2 2 que I’on
ajoute a chacune des valeurs expérimentales des mesures correspondantes. Nous obtenons ainsi
des valeurs normalisées et comparables.
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Figure 126: Exemple de Diagramme Cole-Cole obtenu pour une manip, avec 10 mesures pour chacune des solutions
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La Figure 126 représente un digramme Cole-Cole aux deux fréquences choisies, ici pour
I’échantillon NTC-2 1

Une fois les valeurs corrigées on va sommer les moyennes de chacun des échantillons des deux
manips indépendantes (2 x 10 wvaleurs), pour chacun des NTC. On trace ensuite
E1=f(concentration) et E2=f(concentration) en Figure 127. On réalise une régression linéaire
sur chacune de ces courbes et on récupere 1’équation de la droite comme représenté a la Figure
127. On peut ensuite exploiter les équations permettant de prédire les concentrations en NTC
des solutions en fonction des valeurs mesurées de E1 et E2 :

E1(A) — b(E1)

Concentration(A,E1) = a(ED)
c tration(A, E2) = E2(A) — b(E2)
oncentration(A, = a(E2)

Ou a et b sont déterminés par les régressions linéaires de la Figure 127.
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Figure 127: Graphique de E1 et E2 en fonction de la concentration obtenus en moyennant deux manip indépendantes

En remplacant les moyennes de E1 et E2 de chaque échantillons (7) et (8) dans les équations
précédentes on trouve des valeurs en concentration de NTC de 18,45 £+ 0,56 mg/g et 41,85 +
2,80 mg/g. Au final pour cet échantillon NTC-2, les résultats attendus étaient de 19,49 mg/g et
39,00 mg/g. Nos mesures sont donc trés proches (a 2 ou 3 mg/g pres) de ce qui était attendu,
cependant pour les fortes valeurs de concentration notre écart type est beaucoup plus grand. Le
constat est similaire pour les échantillons du NTC-1 : on obtient des valeurs proches de celles
attendues (a 2 ou 3mg/g pres) et I’écart type a forte concentration est tres élevé. Les résultats
de cette ¢tude sont présentés dans le Tableau 21.
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Tableau 21: Tableau récapitulatif de l'étude menée sur la détermination d'une concentration inconnue en NTC

NTC-1 NTC-2
mesurée exacte mesurée exacte

mg(NTC)/g(MO)

Echantillons inconnu | 47034 0,83 | 19,84+ 0,17 | 18,45+ 0,56 | 19,49+ 0,16
faible concentration

Echantillon inconnu | 37 98 + 638 | 39,45+ 0,33 | 41,85+ 2,80 | 39,00 + 0,32
forte concentration

Si I’on trace en chaque point en fonction de la concentration associée pour E1 et E2 (Figure
128) on remarque que pour des fortes concentrations notre précision se dégrade.
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Figure 128: Dispersion des points pour E1 et E2 en fonction de la concentration en NTC

Le bilan de cette caractérisation est positif, et nous a permis de montrer que notre technique est
a la fois tres sensible et précise. Elle permet de prédire des valeurs de concentration en NTC
trés proches de la réalité pour les échantillons de concentration inconnue. L’autre avantage
indéniable est la possibilité de discriminer avec précision les différentes concentrations d’un
méme ¢lément chimique, ici des NTC avec une matrice organique.

c) Analyse des propri¢tés du milieu de culture (DMEM)
Nous avons rencontré une difficulté lors de nos simulations sur HFSS (Chapitre 2, 5) ) : avoir
les valeurs de permittivité du milieu de culture DMEM a 37°C. En effet, la permittivité est aussi
fonction de la température du matériau. Et donc nous ne pouvions pas modéliser exactement
notre systéme avec les propriétés du liquide a tester. Pour cela nous avons combiné deux
techniques :

- La mesure par CPW, présentée précédemment
- Etune mesure avec une sonde dié¢lectrique

Le probléme de la mesure CPW avec les pointes RF est que nous somme sur un dispositif trés
fragile contenant des faibles volumes. Nous ne pouvons donc pas chauffer le liquide pendant le
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test, et si I’on chauffe le liquide en amont compte tenu des faibles volumes il va refroidir quasi
instantanément. D’ou I’intérét ici d’avoir une sonde diélectrique : on peut la plonger dans un
grand volume de liquide qui sera maintenu a la température désirée par un bain Marie.

L

Y

Figure 129: Sonde diélectrique utilisée avec son kit de calibration

Cette sonde se connecte via un cable SMA a un VNA qui nous permet via un logiciel développé
par KeySight de déterminer les propriétés diélectriques du milieu dans lequel la sonde est
plongée. Apres une étape de calibration, nous plongeons la sonde dans de I’eau a 37°C est
pouvons obtenir les valeurs sur une gamme de fréquence de 1 MHz a 20 GHz en Figure 130:
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Figure 130: Permittivité diélectrique de l'eau a 37°C en fonction de la fréquence, mesurée grdce a la sonde Keysight

En plagant le curseur a 2,3 GHz nous obtenons la valeur de €’=77,53 a température ambiante.
Pour 37°C la valeur diminue a £’=73,55.
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Nous avons tenté¢ de faire de méme avec le DMEM, malheureusement pour des raisons
inconnues, nous n’avons pas réussi a mesurer la permittivité dié¢lectrique du DMEM avec cette
sonde.

Nous avons alors procédé autrement pour déterminer cette valeur. Voila ce que nous allons faire
pour déterminer la valeur de la permittivité diélectrique du DMEM a 37°C :

- Mesurer les valeurs de la permittivité di¢lectrique de I’eau a T°ambiante et a 37°C pour
la fréquences désirée (2,3 GHz) a I’aide de la sonde diélectrique (vu précédemment),

- Mesurer la valeur du DMEM a T°ambiante avec le dispositif CPW,

- Mesurer la valeur de I’eau a T°ambiante avec le dispositif CPW : cela nous permettra
d’estimer 1’écart qu’il y a entre la mesure avec la sonde diélectrique (réelle) et celle du
dispositif CPW (relative). En prenant en compte cet écart on peut remonter a la valeur
réelle de la permittivité diélectrique du DMEM a T°ambiante,

- Enfin d’apres les équations de Ellison [147], qui déterminent le comportement de 1’eau
en fonction de la fréquence et de la température, et en faisant I’hypothése que ce modele
est utilisable pour le DMEM on peut retrouver mathématiquement la valeur du DMEM
a37°C.

Nous avons mesuré avec le dispositif CPW :

- ¢ (DMEM, T°ambiante) = 66,0
- €’(eau, T°ambiante)=69,3

On a donc un écart sonde/CPW pour I’eau a T°ambiante de 77,53 — 69,3 = 8,23 entre les
mesures. Ce qui nous ramene a une valeur réelle de

¢ (DMEM, T°ambiante, corrigée) = 66,0 + 8,23 = 74,23.
D’apres les équations de Ellison, on se retrouve dans une zone linéaire pour laquelle :
g(fT)=A+B.T
avec A et B constantes, f la fréquence et T la température.

A partir nos mesures de 1’eau a 20°C et 37°C on peut retrouver les constantes A et B, telles
que :

B =—-0,23 et A =82,13
Finalement on obtient :
€' (DMEM, 37°C) = ¢’ (DMEM, 20°C, corrigée) — 0,23(37 — 20) = 70,32

C’est donc cette valeur que nous utiliserons pour nos simulations.
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Conclusion générale

Cette these s’inscrit dans une dynamique de recherche récente qui a pour but d’évaluer les effets
de plusieurs facteurs environnementaux agissant simultanément. Notre exposome est de plus
en plus complexe et s’attacher a 1’étude toxicologique d’un de ses composants ne suffit pas a
estimer sa dangerosité. Dans notre cas, nous nous sommes intéressés a la co-exposition de
nanomatériaux et d’ondes radiofréquences. Dans un premier temps nous avons caractérisé au
mieux nos deux agents sélectionnés. Les NM doivent étre caractérisés par différentes
techniques d’analyse nous renseignant sur leurs propriétés physico-chimiques tandis que le
systéme d’application aux ondes radiofréquences doit étre calibré et controlé en terme de
dosimétrie par son DAS.

Concernant les NM nous avons choisi des échantillons provenant du JRC pour la plupart,
utilisés dans de nombreuses études toxicologiques. Ainsi ces NM provenant de lots communs
ont déja été caractérisés par d’autres laboratoires. Nous avons pu ainsi comparer et compléter
nos caractérisations en taille, forme, surface spécifique, phase cristallographique, chimie de
surface, charge de surface, état d’agglomération ou encore dispersibilité. Enfin nous avons
exposé notre protocole de préparation des solutions de NM en milieu de culture d’apres les
¢échantillons sous forme de poudre, afin d’obtenir des solutions stables et homogeénes pour une
exposition sur cellule optimale.

Le systeme d’exposition aux ondes €lectromagnétiques de la gamme micro-onde développé est
innovant et a la pointe des travaux de recherche sur le sujet. Il combine une plateforme
d’applicateurs RF et I'utilisation de plaques a puits, consommable traditionnellement employé
par les biologistes, pour des tests a haut débit. Il permet d’exposer de maniere contrélée jusqu’a
24 puits aux ondes radiofréquences, tout en ayant des contrdles biologiques sur ces mémes
plaques a puits. La dosimétrie a été réalisée de maniere numérique grace a un logiciel de
simulation, puis de maniére expérimentale. Pour la dosimétrie expérimentale, nous avons
développé un protocole rigoureux et fiable, nous permettant de mesurer I’évolution thermique
provoquée par les RF avec un thermocouple extrémement sensible. Le développement d’un
support imprimé en 3D maintenant ce thermocouple lors de la mesure nous permet d’obtenir
des mesures répétables et localisées. Nous avons défini 3 critéres importants pour la
caractérisation de notre plateforme d’exposition :

- L’homogénéité : elle nous informe sur la répartition du DAS dans un puits. On obtient
expérimentalement une homogénéité¢ de 81% dans un rayon de 2mm par rapport au
centre du puits qui est notre zone d’exposition et d’analyse biologique.

- L’isolation : ce parameétre nous renseigne sur I’impact d’un applicateur RF sur un puits
voisin. On retrouve un DAS relativement faible chez le premier voisin, de 7% du DAS
maximal. Ce DAS est nul chez le deuxiéme voisin. Ainsi on peut valider qu’il n’y a pas
de rayonnement parasite dans la zone contenant les controles biologiques.

- L’efficacité : elle nous permet de définir le DAS maximal obtenu a partir d’une
puissance en entrée d’applicateur RF de 1W. On obtient ici une trés bonne efficacité de
50,7(W/kg)/W.
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Concernant les tests sur cellules nous avons réalisé¢ deux scénarii, le premier étant une co-
exposition aux ondes RF et NM a une concentration extréme de 100pug/mL, tandis que le
deuxieéme correspond a une co exposition avec différentes concentrations de NM (différents
EC). L‘impact cellulaire a été étudié en partenariat avec des membres de la société Anti Oxidant
Power a leur technique d’analyse brevetée LUCS, qui permet de détecter un changement
d’homéostasie. Dans les deux cas, et ce pour les différents modeles cellulaires et de puissances
RF étudiées, nous n’observons aucun impact sur I’homéostasie des cellules li¢ a I’exposition
des RF ou des NM et RF combinés. Nous n’avons pas obtenu d’effet toxique des RF sur les 5
modeles cellulaires étudiés, pour une exposition de 24h allant de 2W/kg a 10W/kg. De plus
I’application des ondes RF ne modifie pas la réponse cellulaire aux NM toxiques, a
concentration maximale ou ciblée.

Perspectives

Au cours de nos travaux, nous avons soulevé de nombreuses pistes de réflexion sur le
comportement thermique de notre applicateur RF. Que ce soit pour 1’analyse du DAS dans les
puits voisins, les différents modeles de régression utilisable et le nombre de point de choisi pour
’analyse de I’évolution thermique ou encore les observations a la caméra thermique infrarouge,
il reste encore des mécanismes thermiques a explorer plus en profondeur. De plus il serait idéal
de comparer les valeurs de DAS déterminées par mesures thermiques avec des mesures
obtenues par une autre approche, comme des sondes de champ électromagnétique. Croiser les
méthodes d’analyse basées sur des variables physiques différentes serait un gros atout pour
statuer sur de nombreux points de notre approche de détermination actuelle.

Concernant les tests d’une co-exposition, nous sommes actuellement limités en terme de DAS
applicable avec une valeur maximale de 10W/kg, compte tenu de 1’évaporation du milieu de
culture dans les puits au-dela de cette valeur, ce qui provoque une toxicité parasite par la
surconcentration des composants du milieu. Nous avons pens¢ a plusieurs moyens pour limiter
cet effet, par le développement d’un couvercle spécifique, en ajoutant du milieu de culture au
bout de 12h d’exposition, ou bien en utilisant un volume de milieu de culture supérieur a 100uL.
Ces idées n’ont pas été concluantes. Ce travail est a continuer.

Par ailleurs nos analyses biologiques visent a mettre en évidence une perturbation de
I’homéostasie cellulaires et une cytotoxicité. Il se peut cependant que des mécanismes
cellulaires rentrent en jeu et ne soient pas forcément associé¢ a une réponse cellulaire aussi
critique. Parmi les analyses biologiques intéressantes a mener, des méthodes d’analyse
génomiques comme la transcriptomique seraient pertinentes et nous donnerai acces a de
précieuses informations sur I’activation de voies géniques et métaboliques spécifiques.

Enfin, les expérimentations menées durant ces travaux se sont limitées a une exposition en
mode continu (CW) a une seule fréquence. On peut imaginer poursuivre des tests similaires
avec des modes différents comme le LTE, WCDMA ou GSM. De méme nous avons relevé
dans la littérature des effets antagonistes lors d’une pré-exposition en mode pulsé. Il serait
intéressant de reproduire ces tests avec notre plateforme d’exposition et les nanomatériaux
toxiques.
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Production Scientifique

« Comparison of Two Thermal Probe Technologies for the Dosimetric Investigations of
RF Exposure Systems » B. Cerdan, E Flahaut, D. Dubuc and K. Grenier, IEEE MTT-
S International — Microwave Biomedical Conference  September 2023,
10.1109/IMBi10C56839.2023.10305111

« Dosimetry Performances of a MultiWell-Plate-Based Near-Field RF Applicator for
the Investigation of EM Impact on Biological Cells » A. Moscatiello, B. Cerdan, C.
Gironde, C. Furger, D. Dubuc and K. Grenier, 2022 [EEE/MTT-S International
Microwave Symposium - IMS 2022, Denver, CO, USA, 2022, pp. 794-797, doi:
10.1109/IMS37962.2022.9865593.

« Interests of Microwave Dielectric Spectroscopy for biological characterizations »
Olivia Peytral-Rieu, Yegor Kozhemyakin, Benjamin Cerdan, Anne Calvel, Yuwei Li,
et al. URSI GASS 2023, Aug 2023, Sapporo, Japan. hal-04197176

« Caractérisation dosimétrique d’un applicateur RF en champ proche adapté aux
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A. Moscatiello, B. Cerdan, D. Dubuc and K. Grenier, Journée Nationale Microondes
2022
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« Development and Characterization of a High Throughput Radiofrequency Exposure
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