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Résumé : L’objectif de notre travail est d’étudier
I’influence éventuelle du rayonnement millimétrique de
puissance non-thermique sur les membranes biologiques
artificielles. Pour cela, deux types de caractérisation sont
effectués: mesure de pression latérale par la méthode de
Wilhelmy et observation par Microscopie a Force
Atomique (AFM). Différentes sortes de lipides sont
considérées (DPPC, DOPC). Les résultats obtenus avec
les DPPC ou DOPC pour différents niveaux de
puissance et différentes durées d’irradiation seront
comparés. Les mesures de pression superficielle de
membranes phospholipidiques ont mis en évidence une
augmentation de la pression latéral des monocouches
phospholipidique pour un faible niveau de densité
superficielle de puissance. L’analyse topographique des
images obtenues par AFM avant et aprés 1’exposition a
une radiation millimétrique n’a pas montré de
changements significatifs dans la structure de la
membrane dans laquelle les lipides se trouvaient en
coexistence de deux phases.

Mots Clés: radiation 60 GHz, effet biologique,
membrane artificielle, monocouche phospholipidique,
pression superficielle, Microscopie a Force Atomique
(AFM).

1 INTRODUCTION

Actuellement les bandes de fréquences centimétriques et
millimétriques sont largement utilisées pour les
communications sans fil (GSM, UMTS, Bluetooth,
WiFi, MBS, LMDS, etc). Contrairement aux
applications millimétriques, la téléphonie mobile a fait
I’objet de nombreuses publications consacrées aux effets
biologiques in vivo et in vitro de courte échéance [1]-[3].
Par ailleurs, certaines fenétres fréquentielles de la bande
millimétrique trouvent de nombreuses applications. Les
particularités de propagation des signaux dans cette
bande de fréquences et la taille réduite des éléments
rayonnants permettent leur utilisation pour les

communications a haut débit. On peut, par exemple, citer
la bande des 60 GHz pour laquelle la forte atténuation du
signal (16 dB/km) est due a 1’absorption résonante par
les molécules d’oxygeéne [4]. Cela permet ainsi leur
utilisation pour les communications intra-batiments dans
le cadre des réseaux locaux sans fil [4], [5]. Par
conséquent, le développement de nouveaux systémes
millimétriques peut entralner des expositions aux
rayonnements ¢électromagnétiques auxquelles
I’organisme humain n’est jamais soumis naturellement.
Les effets biologiques du rayonnement millimétrique de
forte puissance ont déja ét¢ étudiés [6]-[10].
Hyperthermie a micro-ondes est largement utilisées pour
les applications médicales [9], [10].

En outre, certains travaux montrent existence des effets
non-thermiques des ondes millimétriques: génotoxicité,
modification du flux d’ions de calcium, expression des
protéines de choc thermique, etc [11]-[14]. La gamme
des densités superficielles de puissance pour telles
interactions s’étend de quelques pW/cm?® [15] jusqu’a
plusieurs mW/cm?® [13]. Ces effets sont sélectifs et, dans
certains cas, dépendent des caractéristiques de
I’irradiation:  fréquence, densit¢ de puissance,
modulation, polarisation, durée et répétition d’exposition
[14]. Malgré I’existence de nombreuses hypothéses
d’interactions bioélectromagnétiques, leurs mécanismes
restent inconnus.

L’objectif de notre travail expérimental est d’étudier
I’influence éventuelle du rayonnement millimétrique a
60 GHz de puissance non-thermique sur les membranes
biologiques artificielles. A notre connaissance, les études
d’interactions entre les ondes électromagnétiques et les
composants lipidiques des membranes biologiques sont
restreintes a un travail théorique qui montre les
modifications dans la structure de la membrane
phospholipidique a séparation des phases aprés
exposition a un rayonnement basse fréquence [16]. Dans
cet article, nous allons présenter les résultats des mesures
de dynamique de pression latérale de monocouches



phospholipidiques par la méthode de Wilhelmy durant
I’exposition aux ondes millimétriques. Le role des
différents paramétres  d’irradiation  (polarisation,
modulation, niveau de puissance, durée d’exposition) a
été étudié. Les résultats obtenus avec des membranes
mixtes a séparation de phases vont étre également
présentés. Ce papier est organisé de fagon suivante. Les
parties (2) et (3) sont consacrées respectivement au
modele de la membrane phospholipidique utilisée et au
dispositif d’irradiation. Les modifications de 1’état de la
membrane caractérisée par microscopie a force atomique
et par une mesure de pression superficielle sont décrites
dans les parties (4.1) et (4.2). Les conclusions de ce
travail sont finalement données dans la partie (5).

2 MODELE DE MEMBRANE
BIOLOGIQUE

Les membranes biologiques sont des structures
délimitant les cellules et les organites intracellulaires
(mitochondries, noyau, chloroplastes, lysosomes). Elles
comprennent une double couche lipidique dans laquelle
s’insérent des protéines (modele de la mosaique fluide
[17]). La composition lipidique de la membrane varie
selon la nature de la cellule. Toutefois, la majorité des
lipides sont des phospholipides.

Plusieurs modeles artificiels de membranes lipidiques
peuvent étre utilisés pour étudier les effets
environnementaux. Sachant que dans 1’état actuel des
connaissances le couplage entre les deux feuillets est
négligeable, notre approche se restreint a I’étude d’un
seul feuillet lipidique. Cette couche monomoléculaire
peut étre formée a D’interface eau/air sur une cuve
spécifique appelée cuve de Langmuir [18], [19]. Les
modifications qui peuvent intervenir sur 1’état de la
monocouche sont suivies par la mesure de pression
superficielle de la monocouche lipidique (méthode de
Wilhelmy) et par Microscopie a Force Atomique (AFM)
[20]. Cette derniére permet d’obtenir une information sur
I’organisation des molécules dans la monocouche par
une mesure a haute résolution de la topographie de
I’échantillon.

La technique de préparation du film monomoléculaire
est la suivante. Quelques microlitres de solution
lipidique sont d’abord déposés a la surface de I’eau
distillée. Aprés évaporation du solvant, on comprime
latéralement la monocouche jusqu’a une pression
superficielle située entre 28,5 et 32 mN/m. Ces valeurs
correspondent & la pression superficielle naturelle dans
les membranes biologiques [21]. L’état de la membrane
est contrdlé par la mesure de la pression superficielle en
utilisant la technique de Wilhelmy. Par définition, la
pression superficielle (ou latérale) m est égale a la
différence entre la tension superficielle de I’interface
eau/air v.,, et la tension superficielle en présence du film
monomoléculaire yg,. La tension superficielle de 1’eau
pure sous les conditions normales est égale a 72,8
mN/m. La présence des molécules a I’interface eau/air
réduit la tension superficielle ce qui correspond a une
augmentation de pression superficielle. Les lipides
utilisés dans ce travail sont des phospholipides

zwiterioniques: dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC)
et dioléoyl phosphatidylcholine (DOPC). La stabilité de
la monocouche lipidique DPPC pour les valeurs de
pression superficielle étudiées (28,5-30 mN/m) est de
0,05-0,1 mN/m pour 10 heures d’observation.

La couche monomoléculaire de quelques nanomeétres
d’épaisseur peut étre transférée sur la surface d’un
support solide (mica). Aprés transfert, le film est
visualis¢ par AFM pour obtenir [I’information
topographique de la membrane. Les images enregistrées
ont une taille de 5x5 pm. Cela permette de distinguer les
phases lipidiques dans les membranes mixtes.

3 SYSTEME D’EXPOSITION ET
PARAMETRES PHYSIQUES
D’IRRADIATION

La membrane lipidique est irradiée par une antenne
cornet pyramidal a 60 GHz. Le dispositif expérimental
est représenté sur la Fig. 1. II comprend: (1) un
générateur Siemens RWON14, (2) un oscillateur a tube
carcinotron RWO75 (Backward-Wave-Oscillator, 50-75
GHz) de puissance de sortie variable (P,,,=50 mW a 60
GHz), (3) une antenne cornet pyramidal dont les
dimensions de Pouverture valent 22.2x16,7 cm’ (gain
17dB), (4) des guides WR 15 et enfin (5) la cuve de
Langmuir. La mesure est pilotée par le logiciel NIMA
(6). Le cornet est fixé sur un guide rectangulaire de
dimensions 3,75 x 1,88 mm’ et fonctionnant en mode
TEjo. L’antenne est placée a une distance de 22 cm au-
dessus de la membrane.

Figure 1 : Dispositif expérimental.
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Figure 2 : Instabilité de puissance de générateur.
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Figure 3 : Instabilité de fréquence de générateur.



Dans les expériences, nous avons utilisé¢ une irradiation
continue & 60 GHz et de puissance d’émission variant
entre 0,5 a 50 mW. L’instabilit¢ de puissance du
générateur mesurée pendant 1,5 heures a une puissance
moyenne de 50 mW (17 dBm) est de 0,58 mW (Fig. 2).
Le rapport signal a bruit équivaut ainsi a 6=86,563.
L’instabilité de fréquence d’irradiation pour la fréquence
centrale 60 GHz est estimée & 2,4 MHz (Af/f=4x107)
(Fig. 3). La bande passante a —3 dB de la fréquence
centrale (60 GHz) est de 2,8 MHz.

La figure 4 montre la distribution de densité superficielle
de puissance au niveau de la membrane de dimensions
5x7 cm’. La membrane se trouve dans la cone de
rayonnement d’ouvertures valant £9° (plan E) et £6,5°
(plans H). Cela correspond a une variation de puissance
de —1,8 dB dans le plan E et de —0,8 dB dans le plan H,
par rapport a la densité superficielle de puissance
maximale au centre. La variation maximale de la densité
de puissance est égale a 2,1 dB (38%). Les valeurs du
champ électrique maximal et de la densité de puissance
maximale sont égales a 55,5 V/m et a 0,41 mW/cm?,
respectivement. Ces valeurs correspondent aux normes
internationales qui fixent le niveau de densité
superficielle de puissance et la valeur de champ
électrique des ondes millimétriques pour la population
générale a 1-10 mW/em? et 60-300 V/m [3, pp. 778-
793].
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e -
longueur, cm

Figure 4 : Distribution de puissance sur la membrane.

4 RESULTATS

Deux modéles de membrane phospholipidique et deux
méthodes différentes d’analyse ont été utilisées pour
déterminer I’effet de [D’irradiation millimétrique a 60
GHz sur la membrane biologique artificielle.

4.1 Meéthode de Wilhelmy

Dans un premier temps, la membrane phospholipidique
DPPC dans la phase condensée (haute compacité du
lipide) a été irradiée pendant 4,5 heures a la température
ambiante de 20°C (Fig. 5). En ce cas I’irradiation linaire
a 60 GHz avec la densité superficielle de puissance de
0,41 mW/cm® a été utilisée. La pression superficielle
initiale de la membrane est égale a 28,7 mN/m, ce qui
correspond a une pression moyenne dans une membrane

biologique. Les résultats obtenus montrent une
augmentation de pression superficielle pendant
Iirradiation de 0,3 mN/m, avec une vitesse

d’accroissement correspondante de 0,063 mN/m-h.

L’irradiation de I’eau pure sous les mémes conditions ne
montre pas d’augmentation de la valeur de pression
superficielle.

L’étude de Ulinfluence des différents paramétres
physiques (polarisations linaire et circulaire, niveaux de
puissance d’émission (0,5 mW, 20 mW, 50 mW),
modulation, durée d’irradiation) sur la dynamique de
pression superficielle est en cours. Les différentes
compositions de la membrane sont également étudiées.
L’ensemble des résultats sera présenté lors de la
conférence.
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Figure 5 : Dynamique de pression superficielle.

4.2 Microscopie a Force Atomique

La deuxiéme partie de notre travail est consacrée a
I’étude d’une couche monomoléculaire de lipides en
séparation de phase (liquide condensé et liquide
expansé) exposée au rayonnement millimétrique. Les
modifications de phases lipidiques provoquées par les
ondes  ¢électromagnétiques ont  ét¢é  montrées
théoriquement pour les basses fréquences (10kHz) par
Goltsov [16].

Dans les expériences nous avons utilisé une monocouche
lipidique DPPC:DOPC (2:1) dont la pression
superficielle initiale vaut 15 mN/m. Cette valeur
correspond a la coexistence de deux phases lipidiques:
liquide condensé (pour le DPPC) et liquide expansé
(pour les DPPC et DOPC). Les images obtenues par
microscopie AFM avant et 5 heures aprées irradiation ont
été analysées (Fig. 6.). Cela permet de discerner les
phases lipidiques par la différence des hauteurs des
molécules dans chaque phase. Sur la Fig. 6, les domaines
sombres et clairs correspondent a 1’état liquide expansé
et a I’état liquide condensé, respectivement. Le taux de
surface moyenne occupée par les lipides dans chacune
des deux phases a été calculé. L’analyse statistique des
couches monomoléculaires obtenues avant et aprés 5
heures d’irradiation a montré le changement de
distribution des phases de 5%. Ces changements ne sont
pas significatifs et peuvent traduire un temps de
relaxation (état de séparation de phase) légérement
différents.
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Figure 6 : Analyse de surface de monocouche lipidique
par AFM (a,b). Reconstruction de relief de surface avant
(c) et apreés irradiation (d).

5 CONCLUSION

Les mesures de pression superficielle des monocouches
lipidiques ont mis en évidence des variations faibles
mais reproductibles de tension superficielle moyenne
aprés exposition & un rayonnement 60 GHz de faible
niveau de puissance. D’autre part, les observations par
microscopie AFM ont montré que le rayonnement
millimétrique  n’entraine pas de changements
significatifs dans [’organisation et la distribution de
chacune des deux phases dans les membranes
phospholipidiques a séparation de phases. Il est difficile
de savoir si de telles variations de pression latérale dans
les membranes naturelles cellulaires peuvent impliquer
des disfonctionnements, par exemple induire le passage
d’ions a travers la membrane biologique. Cependant, il

est intéressant de noter que de plus en plus de modéles
des membranes biologiques expliquent une variabilité de
I’activité de certaines protéines par des variations locales
de la pression latérale [22].
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