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Figure 16 Schéma de I’antenne a bobine basée sur une structure coaxiale (a) et la
comparaison de la distribution du DAS de I’antenne coaxiale avec et sans la bobine (b) [89].

Figure 17 Schéma et photo de I’antenne a bobine basée sur une structure coaxiale a double
fentes (a), coefficient de réflexion mesuré a son entrée (b) et distribution du DAS (dB)
obtenue NUMEGUEMENT (C) [75]. voveireerieeieiieie ettt nne e 57

Figure 18 Schéma d’insertion de 1’antenne par voie endoscopique pour I’AMW du cancer
dans les canaux biliaires (a) et structure basique de 1’antenne a fente utilisée (b) [82]. .......... 58

Figure 19 Structure de I’antenne monopolaire utilisée pour I’AMW par voie endoscopique
du cancer des canaux biliaires (a). Types de protheses utilisés (b) et distribution du DAS pour
Chaque Prothese (C) [BL]. ..o eereeeterierieerie ettt ettt 59

Figure 20 Schéma général d’un montage expérimental d’exposition RF. .............cccoeirnnnn, 61

Figure 21 Les deux catégories principales d’exposition RF liées au type de la cible
biologique exposeée : (a) exposition in vivo d’un rat, (b) exposition in vitro d’une suspension
CRITUTAITE. ... bbbt bbb r e ne e e nens 64

Figure 22 Systéme d’exposition basé sur un guide d’onde rectangulaire : (a) schéma d’un
guide d’onde rectangulaire, (b) photo d’un guide d’onde rectangulaire®® contenant un
flasque® rempli d’un milieu biologique® [115] ..vovvrvrveereeeeeerieeeseieee e 65

Figure 23 Systéme d’exposition basé sur une cellule TEM : (a) schéma d’une cellule TEM,
(b) photo d’une cellule TEM contenant une boite de Petri remplie d’un milieu biologique. .. 65

Figure 24 Récipients utilisés pour 1’exposition des milieux de culture biologiques : (a)
cuvettes biologiques, (b) boite de Petri, (c) flasques, (d) MUItIPUItS. .......ccervereririrereiieeen, 65

Figure 25 Systéme d’exposition basé sur un guide d’onde court-circuité contenant plusieurs
boite de Petri remplies de milieu biologique [98]. .....ccccoveiieiiiieee e 66

Figure 26 Systéme d’exposition basé sur une antenne cornet : (a) schéma d’une antenne
cornet utilisé pour exposer un milieu biologique dans une boite de Petri, (b) photo d’une
ANTENNE COMMEE [L2L] .ttt bbbt 67

Figure 27 Guide d’onde coplanaire spécifique pour I’observation microscopique de
I’échantillon en temps réel : (a) Coupe transversale du guide d’onde coplanaire avec les lignes
du champ électrique. (b) Représentation schématique du guide d’onde coplanaire avec les
boites de Petri contenant le milieu biologique, positionnée au-dessus du microscope, (¢) Photo
du guide d’onde coplanaire a substrat transparent developpé par Paffi et al. [125]................. 68

Figure 28 Schéma d’un guide d’onde rectangulaire. La plaque inférieure posséde une
ouverture pour permettre 1’observation microscopique du milieu biologique placé dans la
chambre eXpérimentale [124]. ........oo oo 70

Figure 29 Structure da la cellule TEM. ... 71

Figure 30 Structure de la cellule TEM montée sur la platine d’un microscope inversé avec la
plaque métallique inférieure ouverte au centre d’un trou de 10 mm de diametre, représentatif
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des dimensions de 1’objectif du microscope : (a) schéma de la structure entiére, (b) coupe
longitudinale au niveau de I’ouverture, (c) coupe transversale au niveau du récipient
cylindrique contenant le milieu biologique [133]. ...ccoveiiiiiiiiire e, 71

Figure 31 Schéma représentant les parties principales d'un systéme d'exposition aux nsPEFs.

Figure 33 Trois configurations d’un applicateur coaxial pour des expositions aux nsPEFs : 1-
Applicateur coaxial a une aiguille, 2- applicateur coaxial a cing aiguilles et 3- applicateur
coaxial SANS AIGUITTE [LAT]. ..o 75

Figure 34 Microsystéme pour 1’exposition d’une cellule. (A) Image microscopique du
positionnement des électrodes et de la micropipette par rapport a la cellule a exposée. (B)

Schema du SYStEME [LA8].....c.oieieiiieieiie ettt bttt en 76
Figure 35 Schéma de la microchambre a électrodes filaires paralleles [149]. ..........ccccovene.e. 77
Figure 36 (a) Schéma du systéeme microfluidique, (b) Photo du systeme fabriqué et zoom sur
T L= 1 1 OSSPSR 78
Figure 37 Photo du montage expérimental comportant I’antenne IRA [152]......ccccvevvvennenne. 80
Figure 38 Schéma et photo de la boite de Petri placée dans la cellule TEM: (a) vue de coté;

(b) vue de dessus (dimensions en mm); (c) vue de COtE [154]. ....covrvriiinieniiniiie e 81
Figure 39 Géométrie et dimensions de I’antenne triaxiale d’ablation micro-onde. Photos de

I’antenne triaxiale (a) et de la sonde endoSCOPIGUE (D). ...oveververiiriiiiiieee e, 90
Figure 40 Antenne triaxiale modélisée et SIMUIEE. ..........coocoreiiiiiiciieee e 92

Figure 41 Coefficient de réflexion a I’entrée de 1’antenne triaxiale immergée dans le liquide
équivalent obtenu par mesure et SIMUIALION. ...........ccooieiiiiiie e 93

Figure 42 Distribution spatiale du DAS a 2.45 GHz pour I’antenne triaxiale immergée dans
le liquide équivalent : a) coupe longitudinale le long de I’axe principal de I’antenne, b) coupe
transversale au bout de la partie active de I’antenne. ...........cccocoeviiiinii i 94

Figure 43 La sonde fluoroptique accompagnée d'un boitier pour les mesures de température
(Luxtron One, Lumasense Technologies, CA, USA) (a) et le volume de mesure de la sonde
(o) TSRS 95

Figure 44 Photo de I’antenne triaxiale plongeant dans le liquide équivalent avec la sonde de
mesure de température placée a proximité de la partie active de I’antenne pour mesurer le
DAS 8 2,45 GHZ.....oieeee bbb 96

Figure 45 DAS expérimental a 2.45 GHz calculé a partir des mesures d’élévation de
température obtenues par la sonde Luxtron placée au bout de la partie active de I’antenne. .. 96

Figure 46 Trajet d’insertion de I’antenne d’AMW dans le foie par voie endoscopique. ....... 97
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Figure 47 Cellule TEM contenant une boite de Petri: (a) vue de dessous, (b) vue de cOté.
D] 1T g o] =T 1 0 PSPPSR 100

Figure 48 Photos de la cellule TEM et de la couche d'ITO placée dans la plaque inférieure de
la cellule TEM (Vue de dessous, vue de coté et ouverture fermée avec la couche d'ITO.
DImensions €N MM [L78]. ...c.eoiiieiiiiiiee et 102

Figure 49 Montage expérimental de mesures des parametres S.........ccocvvvveveivereerieseennnnn, 103

Figure 50 Mesures des coefficients de réflexion (S11) et de transmission (S21) de trois
configurations de la cellule TEM contenant la boite de Petri vide : la cellule TEM sans
ouverture dans la plaque inférieure, avec une ouverture de 20-mm de diamétre, avec
I'ouverture fermée par une lame en verre couverte avec une couche d'lITO de 700-nm
AUBPAUSSEUL. ...ttt bbb bbbt h bt b ek e bt e Rt b b et e bt e b e e et b b e b 104

Figure 51 Mesures des coefficients de réflexion (S11) et de transmission (S21) de trois
configurations de la cellule TEM contenant la boite de Petri remplie de 3-ml de solution
biologique: la cellule TEM sans ouverture dans la plaque inférieure, avec une ouverture de
20-mm de diamétre, avec I'ouverture fermée par une lame en verre couverte avec une couche
d'ITO de 700-NM A'EP@ISSEUN.....c.veereieieiteeie e eeteeste e seeste e s e e s et esraesreeaesrsesreeeesneesreeneennes 105

Figure 52 Partie réelle et imaginaire de I'impédance d'entrée de la cellule TEM avec la boite
de Petri remplie de solution en fonction de la fréQUENCE. ........ccceeeiieiv e 106

Figure 53 Cellule TEM modélisée : (a) sans ouverture dans la plaque inférieure, (b) avec une
ouverture de 20-mm de diamétre, (c) avec l'ouverture dans la plaque inférieure fermée par une
lame en verre couverte avec une couche d'lITO de 700-nm d'€PaiSSEUr...........cccereeeriereeenne. 108

Figure 54 Dimensions de la cellule TEM modélisée par le logiciel CST : (a) vue de c6té, (b)
VUE (8 UBSSUS. ...uveeieieeteette st e et e et e et et e s te et e e s e et e et e easesbe e teessesbeesteessesbeesseenseabeenteensenreenneanes 109

Figure 55 Distribution du DAS a travers la couche inférieure et une coupe verticale de
I'échantillon biologique pour trois configurations différentes: (a) Cellule TEM sans ouverture,
(b) cellule TEM avec une ouverture de 20-mm de diametre dans la plaque inférieure 20 mm,
(c) l'ouverture inférieure de 20-mm de diametre fermée par une lame en verre couverte avec
une couche d'ITO de 700-NM 'EPAISSEU.......cveveuerieriereeieriereeeee et seeeene s 110

Figure 56 Distribution du DAS a 0.9 GHz a travers la couche inférieure de I'échantillon
biologique obtenue pour différentes tailles de lI'ouverture percée dans la plaque inférieure de
la cellule TEM sans la couche d'ITO. .....ccviiiieiiieee e 112

Figure 57 Distribution du DAS a 1.4 GHz a travers la couche inférieure de I'échantillon
biologique obtenue pour différentes tailles de I'ouverture percée dans la plaque inférieure de
la cellule TEM sans 1a COUCNE d'ITO. ..o 113

Figure 58 Distribution du DAS a 1.8 GHz a travers la couche inférieure de I'échantillon
biologique obtenue pour différentes tailles de I'ouverture percee dans la plaque inférieure de

la cellule TEM sans 1a COUCNE d'TTO. ....ccuiiiiiieecie e 114
Figure 59 DAS moyenné sur le volume entier de la solution biologique en fonction de la

fréquence pour différentes tailles d'ouverture (diamétre de 0, 4, 8, 12, 16 et 20 mm)........... 116
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Figure 60 Montage expérimental développé pour les mesures de température (en utilisant la
10 a0 3N I D o] ) USRS 117

Figure 61 Les dimensions et la géométrie de la plaque d'lITO. ......ccoeeiriieiiieniiineieee, 118

Figure 62 Les résultats de mesures de température pour I'exposition de 3-ml de la solution

saline a une fréquence de 1.8 GHz et une puissance incidente Pinc = 25 W dans la cellule TEM
avec l'ouverture de diameétre 20-mm fermée par la plaque d'ITO cuite une heure dans le four a
120°C. Mesures faites une heure et six heures apres 1a CUISSON. ........ccccvevveveeiieiiiese s 119

Figure 63 Méthode de mesure de la résistance carrée RO, exprimée en ohms par carré (Q/no).

Figure 64 Les résultats de mesures de température pour I'exposition de 3-ml de la solution

saline a une fréquence de 1.8 GHz et une puissance incidente Pinc = 25 W dans la cellule TEM
avec l'ouverture de diamétre 20-mm fermée par la plaque d'ITO cuite 12 heures dans le four a
120°C. Mesures faites sur une durée de 14 jours apres la CUiSSON. ........cccceeveverereieseieerennenns 122

Figure 65 Mesures de température obtenues par la sonde Luxtron pour trois configurations
différentes: cellule TEM sans ouverture dans la plaque inférieure (courbe bleue); cellule TEM
avec une ouverture de 20-mm de diametre (courbe rouge); ouverture fermée avec une couche
d'ITO de 700-nm d'épaiSSeur (COUIDE VEITE). ...ceccueeieieecie e 123

Figure 66 Emplacement des points de mesure de température avec la Luxtron. ................. 125

Figure 67 Cellules U87 observées en fluorescence multimodale a travers 1’ouverture ITO de
la cellule TEM. Les cellules ont été marquées avec des fluorophores pour discriminer i, le
noyau (Hoechst- 33342), ii, les microtubules (tubuline couplée a la GFP), iii, les
mitochondries (TMRM), iv, une image combinée des trois canaux de fluorescence. Les
images ont été capturées avec un objectif LEICA HCX 40x a distance de travail élevée (N.A.

(O£ SRR 128
Figure 68 (a) milieu biologique diélectrique entre deux plagues métalliques. (b) circuit

équivalent du point de VUE EIECIIIQUE. ........coveiieeie e 135
Figure 69 Cuvette d’électroporation standard de distance inter-électrodes 4 mm................ 137

Figure 70 Caractérisation fréquentielle de la cuvette biologique standard de distance inter-
électrodes de 4 mm contenant un milieu de culture des cellules biologique de conductivité
électrique ajustée a 0.31 S/m. (a) Modules du coefficient de réflexion S1: et de la puissance
transmise. (b) Résultats analytiques et mesurés des parties réelle et imaginaire de 'impédance
d’entrée Ze. D aPTes [139]. .ooiiiiiiiiiiiie e 138

Figure 71 Allures temporelles et spectres fréquentiels des impulsions électriques incidentes
et appliquées mesurées a 1’entrée de la cuvette biologique standard de distance inter-
électrodes de 4 mm contenant un échantillon biologique de conductivité électrique faible de
0.31 S/m. Résultats pour une impulsion de durée 10 ns: (a) allures temporelles et (b) spectres
fréquentiels. Résultats pour une impulsion de durée 3 ns: (c) allures temporelles et (d) spectres
fréquentiels. D’apres [139]. . 138
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Introduction générale

Depuis des décennies, le monde industriel et sociétal s'intéresse de plus en plus aux
interactions entre le vivant et les champs électromagnétiques fréquemment utilisés dans notre
environnement. Avec l'avenement de la téléphonie mobile et des systemes de
télécommunications sans fil (GSM, WiFi, WiMax, ...), de nombreuses études sont orientées
vers I'évaluation des effets sanitaires éventuels de ces nouveaux signaux ayant des intensités et

des fréquences tres elevées [1].

Cependant, au-dela des effets sanitaires des ondes électromagnétiques, il existe un
certain nombre d’applications qui utilisent les champs ¢électromagnétiques a des fins
thérapeutiques. Plusieurs études ont été réalisées et ont montré que 1’application d’un champ
électromagnétique alternatif radiofréquence (typiquement entre 450 a 500 kHz) [2] ou micro-
onde (typiquement de 915 MHz et 2.45 GHz) [3] a un milieu biologique, entraine un
échauffement du milieu au-dela de 60°C. Cette température considérée comme létale pour les
cellules aboutit a la mort cellulaire par la formation d’une nécrose de coagulation. Cette
technique basée sur 1’élévation de la température du milieu biologique est nommée « ablation
thermique ». Elle peut étre utilisée pour détruire les tumeurs cancéreuses considérées comme
inopérables ou pour traiter les patients inadmissibles a la chirurgie en raison de I'dge, la

souffrance d’autres maladies supplémentaires ou d’une mauvaise sante générale.

D’autres études ont montré qu'un champ électrique pulsé suffisamment intense délivré
a un milieu biologique est capable de modifier la perméabilité de la membrane cellulaire,
formant des pores aqueux a travers elle, d'ou le nom électroporation, permettant le passage
d'ions et molécules [4]. Depuis la mise en ceuvre de son application efficace a la biotechnologie
(décontamination bactérienne...) [5] et a la médecine (électrochimiotherapie pour le traitement
du cancer...) [6], I'électroporation induite par les impulsions électriques de durées allant de

I’ordre de la milliseconde a la microseconde (ms/us) prend un intérét croissant.

Plus récemment, 1'application d’impulsions de champ électrique de durées plus courtes
que celles utilisées dans le cas de 1’électrochimiothérapie a montré 1'électroporation des
membranes intracellulaires, ouvrant ainsi un moyen de manipulations subcellulaires [7]. Ce
type d'impulsion se nomme « nanopulse » ou en anglais nanosecond Pulsed Electric Field

(nsPEF). Un nouveau champ d’applications est alors apparu pour ces signaux ultracourts.
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L'exposition des milieux biologiques a des champs électromagnétiques exige la
maitrise des procédures d’expérimentation et de mesure pour assurer la reproductibilité et
I’analyse des résultats obtenus. L’étape expérimentale consiste a étre capable de générer les
champs et les transférer vers le milieu biologique. Il faut donc développer des systemes
d’exposition composés d’une part du générateur qui permet de délivrer des signaux et d’autre

part de I’applicateur qui contient le milieu cellulaire.

Dans ce contexte, nous étudions des interactions entre les champs électromagnétiques
et le vivant connues sous le nom de bioélectromagnétisme. Les travaux de ma thése ont été
effectués en collaboration avec des biologistes et des médecins, au sein de I’équipe « BIoEM »
de I’Institut de recherche XLIM. Ils avaient particuliérement pour objectif le développement et
la caractérisation de la partie «applicateurs » du systéme d’exposition, Spécifiques pour
I'exposition des milieux biologiques a différents types de champs électromagnétiques :
radiofréquences, micro-ondes et impulsionnels. Cela permettra de trouver leurs limites et
préciser les bonnes conditions de fonctionnement. Mes travaux s’appuyaient sur des mesures
expérimentales et des simulations numériques pour atteindre ces objectifs. Le manuscrit est

composé de quatre chapitres qui se composent comme suit.

Le premier chapitre consiste a définir le contexte de I’étude. La premiére partie exposera
et définira les principaux éléments qui composent une cellule biologique. La deuxieme partie
présentera les phénomeénes connus des ondes électromagnétiques sur la cellule tel que 1’effet
thermique ainsi que son application dans 1’ablation thermique. Le principe d’échauffement des
deux techniques d’ablation les plus connues: « 1’ablation radiofréquence » (ARF) et « I’ablation
micro-onde » (AMW) sera introduit. Une comparaison de ces deux techniques sera donnée pour
montrer les avantages de I’AMW par rapport a I’ARF. Ensuite, les interrogations concernant
les effets sanitaires potentiels des signaux de télécommunications sans fils seront abordées. La
troisiéme partie sera consacrée a 1’étude de I’interaction entre les champs électriques pulsés et
le vivant. Nous commencerons par expliquer les mécanismes et les phénomenes de base de
I’interaction du milieu biologique avec les impulsions, en fonction de leur durée et leur
amplitude. Ensuite, les principales applications médicales seront présentées brievement afin de
mettre en évidence les raisons d’utiliser des impulsions ultracourtes (ns, ps) et les effets
supplémentaires par rapport aux impulsions de durée plus longue (ms, ps). Enfin, les systémes
d’exposition des milieux biologiques aux ondes électromagnétiques seront présenteés en

décrivant d’une fagon générale leurs différentes parties. Premiérement, un bref état de ’art sur
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les dispositifs d’AMW, bases sur des structures d’antennes différentes, sera donné. Ces
antennes sont divisées en deux catégories : antennes d’AMW « par voie percutanée » ou « par
voie endoscopique ». Deuxiémement nous présenterons un bilan des différents systémes
d'exposition utilises dans le cadre de I'étude de I'interaction des ondes radiofréquences avec le
vivant (effet sanitaire). Le but est de sélectionner et détailler les systémes qui permettent
I’observation microscopique en temps réel du milieu durant son exposition. Elle introduira entre
autres les exigences biologiques et physiques a satisfaire en développant un systeme
d’exposition. Enfin, les applicateurs nsPEFs existant seront décrits afin de bien préciser la

problématique par rapport aux limites d'un applicateur vis-a-vis des impulsions.

Dans le deuxiéme chapitre, deux systemes d’exposition pour des applications
différentes seront caractérisés. Le premier systéme est basé sur une antenne triaxiale. Ce
systéme est spécifique pour I’AMW par voie endoscopique des tumeurs cancéreuses du foie.
Le deuxiéme est un systeme spécifique pour 1’étude des effets sanitaires des signaux GSM a
1800 MHz. 1l est basé sur une cellule transverse électromagnétique (TEM) qui sera modifiée
pour permettre I’exposition en temps réel sous 1’objectif du microscope de 1’échantillon

biologique dans une boite de Petri.

Dans le troisieme chapitre, deux applicateurs spécifiques pour 1’exposition des milieux
biologiques aux nsPEFs seront présentés. Ces applicateurs permettent 1’exposition du milieu en
contact direct avec les électrodes. Le premier applicateur est une cuvette biologique modifiée
pour permettre la visualisation microscopique en temps réel d’une suspension cellulaire
exposée aux nsPEFs. Le deuxieme est un systeme basé sur deux électrodes spécifique pour
I’exposition de tumeurs humaines greffées sur membrane chorioallantoidienne (CAM) d’ceufs

de caille.

Enfin, le quatrieme et dernier chapitre, proposera 1’étude de trois applicateurs nsPEFs
avec les électrodes isolées du milieu biologique. Nous commencerons par la caractérisation
d’une cellule transverse TEM, puis nous proposerons d’effectuer une isolation entre le milieu
biologique et les électrodes de la cuvette biologique et du systéme a deux électrodes présentés

dans le troisieme chapitre.

Ce manuscrit se termine par une conclusion générale et des perspectives sur les travaux

présentés.
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Chapitre | :
Contexte de 1’étude
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Chapitre I. Contexte de 1’étude

I.1. Introduction

Au cours des deux derniéres decennies, l'augmentation rapide de [l'utilisation des
appareils de communication sans fil tels que la téléphonie mobile, WiFi, Zigbee, Bluetooth, a
été accompagnée par une quantité importante de la recherche. Cela vient en réponse aux
inquiétudes du public concernant les effets possibles des champs électromagnétiques (EM) sur
la santé [8], [1]. Ces champs s’inscrivent dans le spectre des champs électromagnétiques
radiofréquences (RF-EMF) allant de 30 kHz a 300 GHz.

Actuellement, le seul effet avéré est I’effet thermique. La nature dipolaire de certaines
molécules, la molécule d’eau en particulier, entraine des pertes par effet Joule conduisant a un
échauffement du milieu biologique. Cependant, les mécanismes intervenant dans l'interaction
entre les champs EM et les cellules vivantes autres que ceux conduisant au seul effet avére,
I’effet thermique, sont encore largement méconnus (s’ils existent). Pour répondre a ces
questions, une piste repose sur le développement des systéemes permettant la visualisation
microscopique en temps réel des cellules biologiques pendant leur exposition a des champs EM.
Cette visualisation est en effet essentielle pour définir et explorer les mécanismes d'interaction,

a la fois les effets thermiques et les effets potentiels non thermiques.

La biologie et les réponses biologiques sont complexes et transitoires a 1’échelle
temporelle. Jusqu'a présent, en raison des systémes d’exposition utilisés qui ne permettent pas
la visualisation en temps réel au cours de 1’exposition, la plupart des études biologiques aux
RF-EMF ont considéré des durées arbitraires fixes ; exposition de 30 minutes, exposition de 4
h, etc. Ces études sont donc adaptées uniquement a la mesure des effets biologiques permanents
obtenus apres la fin de 1’exposition. Seule la visualisation microscopique en temps réel permet
le suivi des réponses biologiques transitoires qui peuvent avoir lieu depuis le début de

I’exposition jusqu’a sa fin. Peu sont les systémes déja congus pour assurer cette visualisation.

Autres que les effets athermiques sanitaires des ondes électromagnétiques, il existe des
applications qui utilisent I’effet thermique de ces ondes pour des fins thérapeutiques. Le cancer
est I'une des principales causes de décés humain des dernieres décennies [9]. Les principaux
traitements actuels du cancer sont la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie et d'autres
méthodes, mais ces traitements provoquent genéralement des effets secondaires importants. Par
conséquent, le développement de technologies avec des effets secondaires reduits est

nécessaire.
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A la fin des années 1990, I'nyperthermie ou l'ablation thermique par une énergie
électromagnétique a été proposé comme étant un procédé pour le traitement du cancer lorsque
des études expérimentales ont montré que certains types de cellules cancéreuses sont plus
sensibles aux températures élevées que les cellules des tissus sains [10]. Le terme « ablation »
réfere a la destruction d'un matériau. Le but de I'ablation thermique est de détruire les tissus
cancéreux en générant des températures nocives (effet thermique) pour les cellules pendant une

courte période de temps d’une maniére peu invasive, sans endommager les structures voisines.

Les principales modalités d’ablation thermique dans les applications cliniques a ce jour
comprennent 1’ablation par radiofréquence (ARF) et I'ablation micro-ondes (AMW). L’ ARF
est actuellement la modalité la plus populaire et largement étudiée, tandis que I’AMW a été que
récemment découverte. En comparant les deux techniques de thérapie thermique, ’AMW a
montré plusieurs avantages supplémentaires. Bien que ces deux techniques détruisent les
tumeurs en les chauffant a des températures cytotoxiques, leurs mécanismes d’échauffement
sont tres différents et doivent étre pris en considération pour I'ablation des différents types de
tissus. En particulier, ces derniéres années la plupart des progres ont été associés au traitement
des tumeurs du foie [11]-[13].

De nombreux types d’antennes (dipole, monopole...) pour I’ablation thermique des
tumeurs cancéreuses ont été proposés dans la littérature [14]. La plupart de ces antennes sont
congues pour étre insérées dans la tumeur par voie percutanée ou a travers une opération
chirurgicale. Cependant, un grand nombre de patients ne peuvent pas étre soumis a une
intervention chirurgicale en raison du stade avancé de la maladie ou de leurs souffrances
simultanées d’autres maladies comme le diabéte, etc. Cela nécessite alors la recherche d’une
méthode plus sécurisée qui permet 1’insertion de 1’antenne dans la tumeur tout en évitant le

recours a une opération chirurgicale.

Plus récemment, il a été montré qu’un champ électrique pulseé suffisamment intense est
capable d'induire des changements morphologiques et fonctionnels dans les cellules
biologiques. Les effets observés varient fortement en fonction des caractéristiques des
impulsions appliquées, telles que leur durée et intensité. Les impulsions longues (ms-ps, kV/m)
affectent la membrane plasmique de la cellule biologique [4], [15], tandis que les impulsions
nanoseconde (NsPEF) de trés fortes amplitudes (MV/m) pénétrent a l'intérieur de la cellule pour
cibler les structures intracellulaires [16], [17]. Ces derniéres annees, un vif intérét pour ces

champs électriques pulsés courts s'est développé grace a leur application importante a la
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biotechnologie [5] (ex: décontamination bactérienne) et a la medecine [6] (ex:

¢électrochimiothérapie, transfert d’ADN).

L'application des champs électriques pulsés haute intensité nanoseconde (nsPEF) sur un
milieu biologique exige la mise en place des bancs d'exposition qui permettent de réaliser des
expérimentations dans des conditions précises et maitrisees sur les deux aspects physique et
biologique. Il faut étre capable de générer des impulsions dont on maitrise la forme, la durée,
et I'amplitude. Il faut ensuite amener ces impulsions vers le milieu biologique de facon a

appliquer le maximum de tension sur ce milieu.

Dans ce cadre, mon travail de thése se focalise sur la conception et la caractérisation des
systemes spécifiques pour I’exposition des milieux biologiques aux ondes électromagnétiques.
Le but est d’évaluer leurs effets thermiques et athermiques pour des applications sanitaires OU

thérapeutiques.

Ce premier chapitre sera organisé de la maniere suivante. Dans un premier temps, nous
décrierons les principaux éléments qui composent une cellule biologique d’un point de vue
physique vis-a-vis de I’interaction avec des ondes électromagnétiques. Ensuite, 1’effet
thermique connu des ondes électromagnétiques et son application dans les techniques
d’ablation thermiques seront présentés, ainsi que 1’inquiétude vis-a-vis des effets potentiels
athermiques des signaux de télécommunications sans fils sur la santé humaine. Cette partie sera
suivie par une définition des caractéristiques générales des champs électriques pulsés, de leurs
effets sur la cellule biologique et de leurs applications dans le domaine biomédical et la
biotechnologie. Finalement, un bilan des systemes d’exposition couramment utilisés dans la
littérature sera donné pour comprendre la motivation principale de notre travail focalisé sur

cette partie.
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1.3. La cellule biologique

1.3.1. Description du point de vue biologique

Une cellule biologique (Figure 1a) est composée essentiellement d'un milieu interne
liquide, le cytoplasme, dans lequel différentes organelles (noyau cellulaire, mitochondrie...)
sont en suspensions. Il est entouré par une membrane plasmique qui représente une barriere
physique relativement imperméable au passage des molécules et des ions entre le milieu

intracellulaire et le milieu extracellulaire [18].

Les principaux constituants moléculaires de chaque membrane cellulaire sont les
lipides. Les plus abondants sont les phospholipides (Figure 1b), mais les membranes
biologiques typiques contiennent également des glycolipides et du cholestérol. Chacun de ces
trois groupes principaux de lipides comporte une partie polaire (hydrophile) et une partie non
polaire (hydrophobe). La partie polaire est assez compacte et la partie non polaire est plus
allongée de sorte qu'elles sont souvent désignées par la « téte » et les « queues » de la molécule
lipidique, respectivement (Figure 1d). En raison de cette structure, les lipides dans les solutions
aqueuses forment spontanément une double couche, avec les queues non polaires orientées vers
I'intérieur et les tétes polaires orientées vers I'extérieur. De ce fait, la membrane plasmique est
considérée initialement formée d’une bicouche phospholipidique, comme montre la Figure 1c.
La membrane plasmique possede une épaisseur entre 5 et 10 nm, selon le type de la cellule [19].
Elle représente un support mécanique et une protection de la cellule.

1.3.2. Description du point de vue électrique

D'un point de vue électrique, la cellule entiere peut étre représentée par un modele
sphérique simple dans lequel le cytoplasme est le milieu conducteur et la membrane plasmique
est I'isolant (Figure 2). Le cytoplasme est caractérisé par sa conductivité électrique gy, (0.14 -

1.2 S/m) et sa permittivité diélectrique €, (60 - 80).

Au repos, en raison de la répartition inégale des ions de part et d’autre de la membrane
cellulaire (Figure 2), il existe un potentiel transmembranaire (PTM) compris généralement entre
-40 mV et -80 mV [20]. Le potentiel transmembranaire se définit comme étant la différence de

tension entre les deux cotés intérieure (V) et extérieure (Vo) :

PTM = Vi — Vorr equation I-1
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Figure 1 Schéma d’un mod¢le simplifié d’une cellule biologique et de la composition de la membrane
plasmique : (a) schéma simplifié de la cellule, (b) composition de la membrane cellulaire, (c)
représentation schématique de la couche phospholipidique et (c) d’une molécule lipidique [18] .

by

La membrane plasmique est assimilée & une combinaison résistance-capacité. Le
comportement résistif élevé de I’ordre de 100 Q.m résulte de la perméabilité selective de la
membrane qui empéche le mouvement de certaines charges a travers elle. La capacité est due
au fait que la bicouche lipidique est trés mince, ce qui fait qu'une accumulation de particules
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Cellule biologique

Figure 2 Schéma d’un modele simplifié d’une cellule biologique du point de vue électrique.

chargées d'un c6té donne lieu a une force électrique qui attire les particules de charges opposées
sur l'autre c6té. La capacité est caractérisée par un temps de charge qui dépend du diamétre de
la cellule (8 - 100 um) et de la conductivité électrique du milieu de culture qui la contient o,
(0.13 - 1.2 S/m) [21]. Pour des cellules de mammifeéres en suspension, le temps de charge de la

membrane plasmique varie typiquement entre 50 et 100 ns [22].

Lorsqu’un tissu biologique est exposé a une onde électromagnétique, des phénomeénes
d’induction de courant électrique ou d’absorption d’énergie plus ou moins importants se créent.
Ces phénomenes dépendent essentiellement de la fréquence de 1’onde électromagnétique
incidente. Dans la partie qui suit, nous allons présenter les mécanismes d’interaction entre une

onde électromagnétique et un tissu biologique.
1.4. Interaction d’une onde électromagnétique avec le vivant

1.4.1. Effet thermique

Il existe différents mécanismes d’interaction entre les ondes électromagnétiques et les
tissus biologiques [23]. Lorsque 1’onde électromagnétique est située aux basses fréquences (<
100 kHz), le couplage avec un tissu biologique conduit a la création d’un courant électrique et
la réorientation des molécules dipolaires dans le tissu. L’exposition du corps humain a des telles

ondes n’entraine généralement qu’une faible absorption d’énergie.

Au-dela de 100 kHz, il est possible d’observer des phénomenes d’absorption d’énergie
significatifs. Cette absorption d’énergie peut entrainer une élévation de la température du tissu

biologique. On parle dans ce cas de I’effet thermique des ondes électromagnétiques sur le
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vivant. La quantité d’énergie absorbée par les tissus est le paramétre le plus significatif pour
étudier cet effet thermique. Dans ce but, le Débit d’Absorption Spécifique (DAS), nommé en
anglais Spécifique Absorption Rate (SAR), a été définit en 1981 par le NCRP (National Council
on Radiation Protection and Measurements) comme parametre dosimétrique de référence [24].
Le DAS peut étre déterminé par des mesures expérimentales et des calculs numériques. Une

définition du DAS sera donnée dans le paragraphe suivant.

1.4.1.1 Débit d’absorption spécifique

Le débit d'absorption spécifique ou DAS est une grandeur qui caractérise la quantité de
puissance radiofréquence RF absorbée par unité de masse des cellules biologiques, émise vers
les cellules par un appareil radioélectrique [25]. Il s’exprime en watt par kilogramme (W/kg).
Sa définition génerale est donnée par :

d (dwWw d  dWw N
- (—)== équation I-1
bas dt (dm) dt (p X dV) (W/kg)

Ou dW est la quantité d’énergie absorbée par 1’élément de masse dm, de volume dV et de
densité volumique p, pendant la durée dt.

Le DAS peut étre calculé de plusieurs fagons [25]. Il dépend du champ électrique présent
dans le milieu considére ainsi que des propriétés de ce méme milieu (conductivité électrique et

densité volumique) :

x E? N
DAS = GZp (W/kg) équation I-2

Ou
o est la conductivité du milieu en S/m.
p est la densité du milieu en kg/m?.
E est la valeur créte du champ électrique en VV/m.
Le DAS est également proportionnel a 1’¢lévation de température engendrée dans le

milieu considéré pendant une durée ot :

oT A
DAS = C— (W /kg) équation I-3
8t t=t0

Ou
C est la capacité thermique massique du milieu en J/(kg.K).
OT est I’¢lévation de température pendant la durée ot.

to le début de I’exposition.
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Pour une bonne détermination du DAS a partir de la tempeérature, la durée dt doit étre
choisie la plus courte possible pour s’affranchir des effets de conduction thermique pouvant
intervenir a plus long terme. Le DAS est donc un paramétre dosimétrique qui semble étre le
plus significatif pour quantifier la dissipation de 1’énergie dans un milieu biologique exposé a

un champ électrique.

L’effet thermique des ondes électromagnétiques est utilisé dans de nombreuses
applications quotidiennes comme par exemple le four micro-onde domestique. Il est utilisé
également pour des applications dans le domaine biomédical. Il s’agit généralement d’utiliser
I’effet thermique induit par les ondes ¢lectromagnétiques pour chauffer une zone particulicre
du corps humain et la détruire (tumeur cancéreuse par exemple). Cette technique est nommée
« hyperthermie » ou « ablation thermique ». Dans la partie suivante, nous allons présenter les
deux techniques d’ablation thermique les plus connues « 1’ablation par des radiofréquences »

et « I’ablation par des micro-ondes ».
1.4.2. Applications thérapeutiques de I’effet thermique : Ablation thermique

1.4.2.1 Ablation radiofréquence

Actuellement, 1’ablation radiofréquence est la modalité d’ablation des tumeurs la plus
connue et la plus utilisée dans les traitements cliniques [2]. L’ARF éradique les tumeurs en
convertissant I'énergie radiofréquence en chaleur, ce qui provoque une dénaturation des

protéines, une perte de la structure cellulaire et une nécrose de coagulation [26] (Figure 3).

L’ARF est basée sur la conduction électrique et considére typiquement des fréquences
dans la gamme située entre 450 et 500 kHz [26]. Au cours de I’ARF, un courant alternatif est
injecté dans la zone de traitement par I'intermédiaire d'une électrode placée dans la cible visée.
Un plan de masse est généralement placé sur la cuisse du patient ou a l'arriere pour servir comme
électrode de référence afin de compléter le circuit électrique. Dans le tissu, le courant électrique
est transporté par les ions (Na*, K™ et CI). L’oscillation rapide des ions en raison de courant
radiofréquence se traduit par un échauffement résistif [27] de maniere préférentielle autour de

I'électrode d’ ARF ou la densité du courant RF est la plus élevée.

A des températures comprises entre 60 et 100 °C, la dénaturation des protéines a lieu,
conduisant a une necrose de coagulation [28]. Au-dela de 105 °C, une carbonisation excessive
et une vaporisation des tissus a lieu. Cela augmente I’impédance du milieu biologique,

diminuant ainsi le flux du courant électrique [29]. Par conséquent, la gamme thérapeutique de
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Effets de la chaleur sur les tissus biologiques : Electrode Sonde
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Figure 3 Effets de I’élévation de température induite par un champ alternatif radiofréquence sur les
tissus biologiques (a) et le principe d’un systéeme d’ARF (b).

I’ARF est étroite (par comparaison avec I’AMW qui sera définie dans le paragraphe suivant),
comprise entre 65 °C et 105 °C.

1.4.2.2 Ablation micro-onde

L’ablation micro-onde (AMW), est une technique relativement nouvelle et moins
étudiée parmi les techniques d’ablation thermique utilisées pour détruire les tumeurs
cancéreuses [3]. Elle utilise des ondes électromagnétiques ayant des fréquences supérieures a
900 MHz (typiquement 915 MHz et 2.45 GHz).

L’ablation micro-onde est basée sur 1’échauffement diélectrique des tissus biologiques
[30]. Lorsqu’un champ électromagnétique alternatif est appliqué, les molécules polaires
(principalement les molécules d’eau) ayant une distribution inégale de charges électriques, sont
forcées a vibrer et se réorienter d’'une maniere continue a la méme vitesse du champ oscillant
appliqué (Figure 4). Ce mouvement vigoureux des molécules polaires augmente leur énergie
cinétique et par conséquent la température du tissu par frottement. La destruction du tissu se
fait par coagulation lorsque I’¢lévation de température atteint des niveaux cytotoxiques létaux
supérieurs a 60 °C [31]. Les tissus contenant un pourcentage élevé d’eau sont les plus favorables
a ce type d’échauffement et a 1’absorption rapide de 1’énergie micro-onde, puisqu’une molécule

d'eau exposée aux micro-ondes oscille plusieurs milliards de fois par seconde [32].

Un autre mécanisme responsable de la génération de chaleur est la polarisation ionique.
Ce phénomeéne a lieu lorsque les ions se déplacent en réponse au champ électrique des micro-

ondes appliqué. Le déplacement des ions provoque une collision avec d'autres ions, ce qui
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Figure 4 Principe d’échauffement par des micro-ondes basé sur 1’agitation des molécules d’eau [3].

conduit & la conversion de leur énergie cinétique en chaleur. Cependant, ce mécanisme est

beaucoup moins important que I’orientation des molécules polaires dans le tissu vivant.

Actuellement, les fréquences considérées dans les AMW sont 915 MHz et 2.45 GHz,
en raison des systemes commercialisés disponibles [3] et des fréquences IMS (industrielle,
médicale et scientifique). D’un point de vue théorique le principe d’échauffement étant basé
sur la relaxation des molécules d’eau, il serait normal que 1’ablation a 2.45 GHz soit plus
efficace que celle a 915 MHz, puisque cette fréquence est la plus proche a la premiére fréquence
de relaxation de I’ecau dans la gamme des micro-ondes (22.2 GHz) [33], [34]. Par exemple, il a
été démontré que pour réaliser une zone d’ablation de 5 cm de largeur avec un systéme opérant
a 915 MHz, une puissance de 45 W a été délivrée a la tumeur par 'intermédiaire de trois
antennes pendant une durée de 10 min environ [13], [35]. Alors qu’a 2.45 GHz, une seule
antenne délivrant une puissance de 100 W a pu atteindre cette largeur de la zone d’ablation
apres 5 min seulement [13], [35]. L’ablation effectuée a 2.45 GHz a été donc deux fois plus
rapide que celle a 915 MHz. Cependant a ce jour, il n’y a pas assez de données expérimentales
biomédicales pour conclure quelle fréquence parmi ces deux est la plus efficace pour les

procédures d'ablation micro-ondes.

Maintenant que nous avons vu le principe d’échauffement de ’ARF et ’AMW, une
comparaison des deux techniques sera donnée dans la suite pour montrer les avantages de 1’une

par rapport a 1’autre.

1.4.2.3 Avantages de ’ablation micro-onde

La technique d’AMW partage les avantages communs des techniques d’ablation

thermique telle que la bonne tolérabilité et la capacité de creer de fagon constante des zones
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Figure 6 Comparaison de 1’élévation de température obtenue par mesures in vivo aprés application de
I’AMW et I’ARF dans un rein porcine in vivo [30].
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Figure 5 Schéma montrant I’échauffement thermique des organes sains adjacents au trajet d’insertion
de I’antenne d’AMW nécessitent des systémes de refroidissement [30].

nécrotiques reproductibles et prévisibles. Par comparaison a I’ARF, qui est la technique
courante la plus adoptée dans le monde, I’AMW présente plusieurs avantages théoriques [36].
Cela est di principalement au fait que ces deux techniques sont basées sur deux mécanismes

d’échauffement différents.

Premiérement, ’AMW est capable d’assurer une zone d’ablation plus large [37],
puisqu’elle est basée sur un échauffement radiatif qui est émis dans tout le volume entourant
I’antenne micro-onde [30]. Au contraire I’ARF dans laquelle I’échauffement résistif résulte du
passage du courant électrique a travers les ions, n’affecte que la région adjacente a 1’¢lectrode

utilisée pour appliquer les radiofréquences [30].

Deuxiémement, I’AMW ne repose pas sur la conduction électrique. Cela la rend plus
effective dans les tumeurs a faible conductivité électrique et les tissues carbonisés ayant une

haute impédance [38], [39]. Elle est moins sensible a I’effet de la dissipation de chaleur dans
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les vaisseaux sanguins traversant la tumeur [40]. Ceci produit une zone d’ablation plus uniforme
de part et d’autre d’un vaisseau et permet de générer des températures supérieures a 100 °C. La
température peut atteindre 170°C [30], [41] (Figure 5). L’AMW permet aussi une ablation
locale sans diffusion de chaleur par conduction électrique aux organes sains adjacents a la
tumeur [30] (Figure 6).

Troisiémement, I’échauffement en AMW étant local il est possible d’utiliser plusieurs
antennes d’ablation simultanément [42]-[45]. 11 a été montré que I’insertion de plusieurs
antennes d’AMW dans la tumeur n’est pas affectée par I’interférence électrique observée dans
I’ARF. Cela réduit le nombre et le temps de sessions de traitement nécessaires, ainsi que le taux
de traitement incomplet des tumeurs volumineuses. Ajoutons que I’AMW ne nécessite pas la

présence d’un plan de masse ou d’autres composants auxiliaires.

1.4.3. Effet athermique : effets potentiels sanitaires des signaux de

téelecommunications sans fils

Les signaux de téléecommunications sans fils nuisent-ils a la santé ? A ce jour, on ne peut
pas prouver que I’usage de ces signaux est dommageable pour la santé. Mais on ne peut pas

davantage assurer qu’il est totalement inoffensif !

De nombreuses études ont ét€¢ menées, sous 1’égide de 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) [46], sur les effets thermiques et les effets athermiques des signaux de
télecommunications. Les premiers sont desormais connus. Pour éviter ces effets thermiques
lors de I’utilisation des signaux de télécommunications sans fils, des limites sur les niveaux
d’expositions ont ¢été définies par des comités scientifiques pour garantir 1’absence
d’échauffement significatif 1ié a ces ondes et protéger la santé humaine. Les plus connus sont
celles de I'IEEE/ICES (Institute of Electrical and Electronic Engineers/International Committee
on Electromagnetic Safety) et de I'ICNIRP (International Commision on Non-lonizing
Radiation Protection). Au sein de I’union européenne [47], la limite de DAS est fixée a 2 W/kg
au niveau du tronc et de la téte (moyenne rapportée sur 10 grammes de tissu). Pour I’exposition
de l’intégralité du corps humain, le seuil est de 0.08 W/kg dont la moyenne se rapporte a

I’ensemble du corps.

Les recherches se focalisent donc sur les effets non thermiques. Plusieurs centaines

d’études expérimentales ont été conduites. Le document de synthése de ’OMS se contentant
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de conclure qu’aucune des recherches menées n’a permis de conclure qu’une exposition aux
champs électromagnétiques des téléphones mobiles et de leurs stations de base pouvait avoir

des effets néfastes sur la santé des humains, au moins a court terme.

Cependant, malgré les propos rassurants de I’OMS, il reste quelques interrogations sur
des éventuels effets athermiques des signaux de télecommunications sans fils sur la santé

humaine restent au centre des recherches scientifiques.

1.4.4. Conclusion

Dans cette partie, nous avons présenté dans un premier temps d’une maniére non
exhaustive la description d’une cellule biologique et son équivalence du point de vue électrique.
Apreés, nous nous sommes intéressés aux effets des ondes électromagnétiques sur le vivant.
Nous avons vu gue ces effets sont divisés en deux catégories : les effets thermiques et les effets
athermiques. Nous avons mis ’accent sur une application thérapeutique puissante utilisant
I’effet thermique des ondes électromagnétiques : 1’hyperthermie ou 1’ablation thermique des
tumeurs cancéreuses. Cette application est basée principalement sur deux techniques
d’ablation : I’ablation par des radiofréquences et 1’ablation par des micro-ondes. Nous avons
présenté le principe d’échauffement cellulaire de chacune. Nous avons vu que la technique
d’AMW offre des avantages supplémentaires par rapport a ’ARF, dans le traitement des
tumeurs cancéreuses. Ensuite, nous avons évoqué les inquiétudes vis-a-vis des effets potentiels

sanitaires (effets athermiques) des signaux de télécommunications sans fils sur le vivant.

Dans la partie suivante, nous présenterons les effets athermiques des champs électriques
pulsés sur les milieux biologiques. En effet, ces champs peuvent affecter non seulement la
membrane plasmique de la cellule biologique mais aussi le milieu intracellulaire, et présentent

des applications puissantes dans le domaine biomédical et la biotechnologie.
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|.5. Interaction d’un champ électrique pulsé avec le vivant
Nous commencons par introduire les caractéristiques d’ une impulsion électrique.

1.5.1. L’impulsion électrique
Une impulsion électrique est un signal de durée relativement courte et de forte amplitude

qui varie dans le temps sans porteuse. Elle est caractérisée par les parameétres suivants (Figure
7):

e Ladurée a mi-hauteur (T)

e L'amplitude maximale (U)

e La forme temporelle (rectangle, trapéze, bipolaire)

e Le temps de montée (tm) et de descente (tq), correspondant au temps de transition de

I'amplitude de I'impulsion de 10 % a 90 % de I'amplitude maximale.

t t
E U m d
% 0,9U \
Z 0,50 T S fU
E 0,1U
0
Temps (ns)

Figure 7 Caractéristique d’une impulsion électrique.

Dans le domaine fréquentiel, une impulsion électrique est caractérisée par un spectre de
composantes fréquentielles. La largeur du spectre est inversement proportionnelle a la durée de
I’impulsion. Cela indique que plus I’impulsion est courte plus son spectre fréquentiel est large
(Figure 8). Pour une impulsion de durée T, la fréquence du premier minimum local du spectre,

dit premier zéro, est donnée par 1/T.

Les parametres essentiels qui contrélent I'interaction des cellules biologiques avec les
impulsions électriques sont la durée de I'impulsion et son amplitude. La durée de I'impulsion
est tres importante vis-a-vis des cibles a exposer au niveau de la cellule. Elle est comparée au
temps de charge de la membrane cellulaire. L'amplitude permet d'atteindre des niveaux de

champs électriques responsables de la perturbation des structures cellulaires.
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Figure 8 Deux impulsions électriques dans le domaine temporel (a) et leur spectre respectif (b).

Afin de minimiser les effets thermiques de sorte que seuls les effets électriques des
impulsions soient importants, toute réduction de la durée de I'impulsion peut étre compensée
par une augmentation de I'intensité du champ électrique pour garder le méme niveau d'énergie.
Cela vient du fait que la densité d'énergie pour une impulsion appliquée est proportionnelle a

la durée et a l'intensité de I'impulsion, d'apres la formule suivante :

E?XT équation 1-4
= exprimé en (J/m?)

avec E I’amplitude du champ électrique appliqué en V/m, T la durée de ’impulsion en s et p la

résistivité du milieu biologique en Q.m.

Garner et al. [48] ont étudié la densité d’énergie pour deux impulsions ayant des durées
et des intensités de champs électriques différentes. La premiere est une impulsion de durée 50
s et d’intensité de champ égale a 1.1 kV/cm. La deuxiéme est une impulsion de durée 10 ns et
d’intensité de champ égale a 78.5 kV/cm. La résistivité du milieu biologique utilisé dans les
expérimentations est égale a 1.1 kQ.cm (valeur typique de la résistivité d’un milieu biologique).
D’aprés 1’équation 1-4, une densité d’énergie de 55 ml/cm?® a été obtenue pour ces deux
impulsions de durées et d’amplitudes différentes. Pour I’impulsion plus courte, une tension
d’amplitude plus forte a été appliquée pour avoir le méme niveau d’énergie de I’impulsion plus

longue d’amplitude plus faible. Ce niveau d’énergie a été choisi afin de minimiser 1’effet
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thermique pour que seul I’effet électrique des impulsions soit important. Il a été montré que

I’élévation de température obtenue pour cette énergie de 55 mJ/cm?® été de 0.013 °C.

1.5.2. Effets biologiques d’un champ électrique pulsé sur les cellules
biologiques
L’exposition des cellules biologiques aux champs électriques suffisamment intenses en

les placant par exemple entre deux conducteurs (électrodes) induit des changements non

linéaires dans les membranes cellulaires.

Selon leur durée, les impulsions électriques peuvent étre classées en trois catégories :
e Impulsions longues (> a des centaines de ms, ps) : leur durée est plus longue que le

temps de charge de la membrane plasmique.

e Impulsions courtes (de 10 ns a 100 ns) : leur durée est plus courte que le temps de

charge de la membrane plasmique.
e Impulsions ultra-courtes (sub-ns a 10 ns) : leur durée est < 10 ns.
1.5.2.1 Effets biologiques des impulsions longues

1.5.2.1.1. Electroporation classique
Lorsqu'une impulsion longue d'amplitude de plusieurs centaines de V/cm a plusieurs

kV/cm est appliquée, la membrane plasmique est la partie affectée de la cellule biologique.
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Figure 9 Phénomene de I’électroporation classique : bicouche phospholipidique sans pores (A), avec
un pore hydrophobe (B), sa transition réversible dans un pore hydrophile métastable (C), et sa transition
irréversible dans un pore hydrophile auto-expansible instable (D) (& des tensions de membrane au-
dessus ~ 500 mV) [54].
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En effet, un déplacement de charges s’effectue de part et d’autre de la membrane.
L’accumulation de ces charges crée alors un potentiel qui vient se rajouter au potentiel de repos
de lamembrane cellulaire (potentiel transmembranaire) [49]-[51]. Lorsque ce potentiel dépasse
un certain seuil (autour de 1 V), la force d’¢électro-compression qui s’exerce sur la membrane
plasmique entraine la formation de pores dans la membrane ce qui augmente sa perméabilité
permettant le passage plus facile des molécules et ions [52], [53]. Ce phénomene est appelé
électroporation classique ou électroperméabilisation [54]. Si I'exposition est suffisamment
courte et le redressement de la membrane est suffisamment rapide pour maintenir la viabilité
de la cellule, I'électroporation est appelée réversible ; sinon, elle est appelée irréversible (Figure
9).

1.5.2.1.2. Applications de I’électroporation classique

Depuis sa découverte [55]-[57], I'électroporation n’a cessé de gagner un grand intérét
grace a ses applications [58] dans divers domaines de la médecine et la biotechnologie (Figure
10). Aujourd'hui, une électroporation reversible est une méthode établie pour introduire des
médicaments chimiothérapeutiques dans des cellules tumorales (électrochimiothérapie) [59].
Elle offre également une grande promesse comme une technique de thérapie génique
(électrotransfert d’ADN) [6]. En médecine clinique, I'électroporation irréversible est utilisée
depuis une dizaine d’années pour l'ablation des tissus cancéreux cutanés et sous-cutanés
(électroablation non thermique) [60], [61]. Dans la biotechnologie, elle est utile pour
I'extraction des biomolécules [62] et pour la désactivation microbienne, en particulier dans la

conservation des aliments (stérilisation d’aliments) [5].

exposure of cell

to electric field electrode
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Figure 10 Applications de I’électroporation classique dans les domaines de la médecine et la
biotechnologie [63].
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1.5.2.2 Effets biologiques des impulsions plus courtes

Nanoporation

En réduisant la durée de I'impulsion de I'ordre de la microseconde a la nanoseconde et
en augmentant son amplitude jusqu'au MV/m, la membrane plasmique n’ayant pas le temps
suffisant pour se charger, le champ ¢électrique pénétre a I’intérieur de la cellule et affecte les
structures internes (membrane nucléaire...) de la méme maniére que la membrane plasmique
[64]. Ce phénomene est appelé nanoporation.

En ce qui concerne les effets de ces impulsions courtes, une revue de la littérature
scientifique montre qu’elles peuvent étre classees en deux catégories, a savoir les effets
primaires et secondaires.

Concernant les effets primaires, il a été mis en évidence :

- une perméabilisation de la membrane plasmique qui différe de I’électroporation

classique, notamment par les mécanismes mis en jeu et par la taille des pores [65], [66].

- une perméabilisation des membranes sous-cellulaire [64], [7].
- une externalisation immédiate de la phosphatidylserine [67], [68].

Les effets secondaires concernent par exemple 1’augmentation du calcium intracellulaire
et ’apoptose [69] (la mort programmée de la cellule) utilisés dans des opérations d'ablation
cellulaire pour détruire des cellules sans I'utilisation de médicaments. Des premieres études ont
d’ores et déja montré 1’intérét des impulsions nanosecondes dans les traitements anticancéreux
(destruction des mélanomes [70], inhibition du développement des tumeurs [71]) mais

¢galement dans la décontamination de bactéries telles que 1’Escherichia Coli [72].

Plus récemment, I’intérét de la communauté scientifique s’est tournée vers 1’é¢tude des
effets des champs électriques ultra-courts nanosecondes (nsPEF) et picosecondes avec une
intensité de I'ordre de la dizaine de MV/m en raison de leurs applications puissantes possibles
dans les manipulations intracellulaires. A présent, ce domaine de recherche n’est pas encore
suffisamment exploré a cause du manque d’outils technologiques a la fois pour la stimulation

cellulaire et pour I’imagerie de ces phénomenes a 1’échelle subcellulaire.

1.5.3. Conclusion

Pour conclure cette partie, nous avons présenté les effets de 1’application des impulsions
électriques sur les cellules biologiques en fonction de leur durée et leur amplitude. Il a été
montré par les recherches scientifiques que les impulsions de durée longue (ms, us) et

d’amplitude moyenne (des centaines de V/cm a plusieurs kV/cm) conduisent a la formation des
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pores dans la membrane plasmique, permettent ainsi le passage normalement interdit des
molécules entre les milieux intracellulaire et extracellulaire. Ce phénomeéne est nommé
« électroporation classique » et n’a cessé de gagner un grand intérét grace a ses applications
dans divers domaines de la médecine et la biotechnologie. Les impulsions ultracourtes de duree
nanoseconde (nSPEFs) sont capables de perméabiliser les structures intracellulaires. Ce
phénomene est nommeé « nanoporation » et occupe la priorité des travaux de la communauté
scientifigue en raison de ses applications puissantes possibles dans les manipulations

intracellulaires.

Il est clair que les champs électriques peuvent induire plusieurs phénomenes sur les
cellules biologiques. Un rdle important est joué aussi par le systéme d’exposition utilisé pour
I’application des champs. Nous appelons « systéme d’exposition », 1’ensemble des outils
technologiques nécessaires pour exposer une cible biologique. Il doit étre adapté a 1’objectif
specifique de I’é¢tude ou de I’application. Par conséquent, sa conception exige une

caractérisation détaillée.

Dans ce qui suit, nous présenterons les différentes parties qui constituent les systemes
d’exposition utilisés dans le but d’évaluer les effets thérapeutiques et sanitaires possibles des
ondes sur le vivant. Essentiellement, nous chercherons a montrer 1I’importance de développer
des dispositifs spécifiques qui permettent de transmettre les champs électriques au milieu a
exposer. Ces dispositifs, nommés « applicateurs », seront classés en trois catégories comme

schématisé dans la Figure 11 :

- les applicateurs pour 1’ablation thermique micro-onde des tumeurs cancéreuses (effet

thermique).

- les applicateurs pour I’é¢tude des effets potentiels sanitaires des signaux de

télécommunications sans fils (effet athermique).

- les applicateurs pour 1’exposition des milieux biologiques aux nsPEFs (effet

athermique).

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 49
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Figure 11 Objectif du travail de la thése : Développement et caractérisation des applicateurs spécifiques
pour étudier les effets potentiels sanitaires et thérapeutiques des ondes électromagnétiques sur le vivant.

|.6. Les systémes d’exposition

Dans cette section, nous présenterons d’une maniére successive les systemes
d’exposition typiques pour effectuer des ablations micro-ondes, pour étudier les effets
sanitaires des signaux de télécommunications sans fils (ondes radiofréquences) et pour exposer

les cellules biologiques aux nsPEFs.
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1.6.1. Systéme d’ablation micro-onde

Un systéme d’ablation micro-onde est composé de trois éléments principaux : un
génerateur micro-onde, un systéeme de distribution de puissance et une ou plusieurs antennes

micro-ondes (applicateur) [3] (Figure 12).

Les générateurs micro-ondes utilisent typiquement deux générateurs basiques de
puissances : des magnétrons ou des amplificateurs a état solide [3]. Ces générateurs de
différentes topologies possedent des performances caractéristiques différentes (puissance de
sortie, efficacité...), mais produisent tous les deux 1’énergie EM nécessaire pour 1’ablation
micro-onde. Cette énergie sera transmise du générateur a la tumeur cible par un systeme de
distribution de puissance. Les fréquences des générateurs micro-ondes sont généralement 915
MHz ou 2.45 GHz [30].

La distribution d'énergie EM provenant du générateur a l'antenne est le plus souvent
effectuée par l'intermédiaire d'une ligne de transmission coaxiale. Les cables coaxiaux ont
d'excellentes caractéristiques de propagation, des dimensions réduites et une bonne flexibilité.
Les dimensions et la flexibilité du cable sont cependant limitées par un compromis entre sa
capacité a transmettre une puissance élevée et I’échauffement du cable lui-méme. En effet, plus
le diametre du céble diminue, plus la perte de puissance augmente. Par conséquent, il y a une

limite au diamétre minimal du cable pour éviter tout échauffement dangereux.

Antenne MW 1

Antenne MW 2

Générateur Systeme de
distribution de °
915 MHz / 2.45 GHz » puissance » » Tumeur
Des dizaines de
watts Céable coaxial

Antenne MW n

Figure 12 Systeme d’ablation micro-onde composée principalement d’un générateur micro-onde, d’un
systéme de distribution de puissance et d’une ou plusieurs antennes micro-onde [3].
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Les antennes micro-ondes sont la partie finale et la plus critique du systéme d’ablation
[14]. Les antennes développées possedent des dimensions et des géométries différentes qui
déterminent la forme de la zone d’échauffement de 1’antenne (zone de rayonnement) et son
efficacité en puissance. Comme les antennes sont généralement basées sur des structures
coaxiales, les antennes de petit diamétre peuvent avoir des difficultés a gérer des niveaux de
puissance élevés sans un endommagement thermique indésirable dans les tissus adjacents au

trajet d’insertion de 1’antenne.

Pour augmenter la puissance transmise dans une antenne de faible diametre, réduire son
échauffement, éliminer 1’ablation non ciblée le long de son axe et éviter la brulure de la peau
(Figure 6), des systemes de refroidissement sont nécessaires [73], [74]. La circulation d'une
solution saline réfrigérée est actuellement la méthode la plus utilisée pour refroidir I’axe de
I’antenne, permettant ainsi la transmission des puissances plus élevées pour une durée plus
longue [73]. Une deuxieme méthode couramment utilisée consiste a faire circuler le dioxyde de
carbone comprimé le long des cables coaxiaux et de I’antenne [74]. Cette méthode permet une
capacité de refroidissement plus élevée. Ceci entraine la possibilité d'utiliser des générateurs de
puissances plus fortes, des diameétres plus petits de I'antenne et permet une réduction des temps

d'ablation et une approche moins invasive.

Dans notre travail nous allons nous concentrer sur la partie antenne du systeme d’AMW.

Un bilan des différentes structures congues dans la littérature sera ainsi présenté ci-apres.

1.6.1.1 Antennes d’ablation micro-onde

Plusieurs modeles d’antennes ont été proposés pour I’AMW des tumeurs cancéreuses
[14]. Ces antennes ont été insérées dans les tumeurs par voie percutané ou a travers une
opération chirurgicale. Leurs conceptions ont été basées en majorité sur les structures
d’antennes monopolaires, dipolaires ou antennes a fentes [26], [75]-[80] (Figure 13). Deux
types d’antennes ont été cependant utilisées pour 1’ablation par voie endoscopique [81], [82].
Chaque conception de I'antenne doit satisfaire certaines exigences de base : I'antenne doit étre
minimalement invasive, tres efficace en transfert d’énergie et capable de rayonner en
profondeur dans le tissu pour créer de grandes zones d’échauffement actif. Deux parametres
introduits précédemment sont souvent utilisés pour décrire les performances d'une antenne : le
coefficient de réflexion Si1 et le DAS. Les antennes d’AMW développées a ce jour posseédent

des diamétres compris entre 1.2 et 5.7 mm. Elles utilisent des puissances allant de 20 a 200 W
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Figure 13 Différentes géométries des antennes d’ablation micro-onde [26], [80].

pendant environ 1 a 12 min pour produire des zones d’ablations ayant des largeurs de 1.5 2 6

cm [26].

Plusieurs types d’antennes coaxiales, non endoscopiques et endoscopiques, Seront

introduits par la suite :
- afentes
- monopolaire

- abobine d’arrét (choked sleeve antenna)

1.6.1.1.1. Antennes d’ablation par voie percutanée (non endoscopique)

Antenne coaxiale a fentes

Le mod¢le d’antenne a fente a été largement utilisé dans les expérimentation d’AMW

des tissus cancéreux de foie de beeuf ex vivo et de porc in vivo [83]-[86].

La Figure 14 montre les structures des deux antennes coaxiales a une fente et a double
fentes, étudiées par Karampatzakis et al. [83] pour ’AMW des tissus cancéreux du foie a 2.45
GHz par voie percutanée. Ces antennes sont basées sur un cable coaxial semi-rigide ayant un
diamétre externe de 1.3 mm. Les conducteurs intérieur et extérieur sont court-circuités au bout
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Figure 14 Schémas et distributions du DAS a 2.45 GHz obtenus par simulation numérique pour
I’antenne a une fente (a) et ’antenne a double fentes (b) plongeant dans un tissu de foie du porc
cancéreux [83].

de I’antenne. La fente est formée en retirant une partie en forme d’anneau d’environ 1 mm de
largeur du conducteur externe du céble coaxial. La fente est placée pres de I'extrémité de
I'antenne puisque le champ électrique est plus fort pres de la fente ce qui permet d’obtenir un
échauffement efficace et trés important autour de la pointe de I'antenne [87]. Dans le cas de
I’antenne a double fentes, la distance entre les deux fentes est égale au quart de la longueur
d’onde (0.25 x A) dans le tissu a la fréquence de 2.45 GHz. Cette longueur inter-fentes est
choisie pour obtenir une distribution de puissance localisée prés de I'extrémité de I'antenne.
Lorsque ces antennes sont utilisées, elles sont insérées dans un cathéter en
polytétrafluoroéthyléne (PTFE) pour empécher I'adhérence des tissus coagulés, faciliter le

guidage et pour la sécurité medicale. Cela augmente le diameétre externe de I’antenne jusqu’a
1.8 mm.

Les résultats de simulation numérique ont montré que pour les deux structures la
distribution du DAS pour 1 W incident est allongée le long de I’axe de I’antenne (Figure 14).
Cependant, il est clair que I'ajout d'une seconde fente, localise la distribution du DAS pres de
la pointe et diminue 1’échauffement arriére le long de 1’axe de I’antenne. La présence de la
deuxiéme fente joue le role d’une bobine d’arrét quart-d’onde avec 1’avantage de ne pas

augmenter le diameétre externe de I’antenne.
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Antenne coaxiale monopolaire

Un autre type d’antenne qui a été largement utilisé dans I'ablation est I'antenne
monopolaire qui peut étre facilement construite a partir de cable coaxial fin, semi-rigide. La
structure de 1’antenne monopolaire se caractérise par un conducteur intérieur allongé qui est
radialement entouré d'un matériau diélectrique ouvert au bout (Figure 15a).

Brace et al. ont développé une antenne d’AMW basée sur la structure monopolaire
(Figure 15) [88]. Un céble coaxial de diameétre 1.26 mm a été utilisé et inséré dans une aiguille
de biopsie de diamétre 1.5 mm (17 gauge). L’aiguille a été placée pour créer une source
secondaire de résonance ce qui réduit encore plus le coefficient de réflexion de I'antenne et
I’échauffement arriére. Cette structure a été nommeée structure monopolaire triaxiale en raison
des trois axes correspondant a 1’aiguille et aux conducteurs interne et externe du cable coaxial.
Cette antenne a été optimisée pour opérer a 2.45 GHz dans un foie de porc in vivo. Les résultats
obtenus ont montré la capacité de cette antenne a transmettre 1’énergie micro-onde au tissu, et
a fournir une zone d’ablation circulaire (Figure 15b).

Plus de détails sur la conception et la caractérisation EM seront présentés dans le
chapitre 2, puisque nous nous sommes basés sur cette structure pour développer notre antenne

monopolaire triaxiale spécifique pour I’AMW par voie endoscopique.

3.5 12.3

" .
= >

Antenna T unité : mm

T e

Outer Di€lectric conductor
conductor

Insertionidepth

e

< Activellength =

J2:3Imm"*

Figure 15 Schéma et photo de I’antenne monopolaire triaxiale (a) et photo de la zone d’ablation obtenue
dans un foie porcine in vivo (b) [88].
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Antenne coaxiale a bobine d’arrét (Choked sleeve antenna)

Des études ont montré qu'une solution pratique et efficace au probleme de
I’échauffement arriére qui affecte les antennes est d’ajouter une mince bobine métallique,
habituellement de longueur ((n + 1) 1/4), autour du conducteur externe de I'antenne. Ceci
bloque le flux de courant axial et localise le dépdt de puissance prés de la partie active de
I’antenne (Figure 16 et Figure 17). Cette bobine est nommée bobine d’arrét, puisqu’elle arréte

la réflexion de 1’énergie vers ’arricre.

Plusieurs antennes a bobine d’arrét ont été presentees dans la littérature [75], [77], [89],
[90]. Longo et al. [89] ont développés une antenne coaxiale, peu invasive avec une bobine
d’arrét miniaturisé de conception simple adaptée pour rayonner a 2.45 GHz (Figure 16). Sa
caractéristique la plus originale est que I'aiguille de biopsie utilisée pour introduire I'antenne
dans la lésion a ablater sert également comme paroi métallique latérale de la bobine. L’antenne
a été fabriquée avec un cable coaxial semi-rigide de diametre externe 1.2 mm, inséré dans une

aiguille de biopsie de 14 gauge (diametre intérieur : 1.78 mm, diamétre extérieur : 2.05 mm).

Un autre modéle d’antenne a bobine basée sur une antenne a double fentes a été évalué
par pour travailler a 2.45 GHz [75] (Figure 17). Une bobine métallique de diametre externe 1.5
mm et de longueur (1) , a été enroulée autour du cable coaxiale de diamétre 1.1 mm a une

distance de (0.25 x A) de la seconde fente.

Power Choked applicator ~ Unchoked applicator
density
. IB-W/m*
Bobine @BV
(paroi de l'aiguille de biopsie)
Antenne coaxiale
F- - 1 I .-
vasflEE e
- . ! s J || 84.8 mm
4 F 3 it
2.05 L19} - o 1094
W i 0.287
I
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Figure 16 Schéma de 1’antenne a bobine basée sur une structure coaxiale (&) et la comparaison de la
distribution du DAS de I’antenne coaxiale avec et sans la bobine (b) [89].
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Figure 17 Schéma et photo de I’antenne a bobine basée sur une structure coaxiale a double fentes (),
coefficient de réflexion mesuré a son entrée (b) et distribution du DAS (dB) obtenue numériguement (c)
[75].

Par comparaison aux antennes sans bobine, les résultats (Figure 16b et Figure 17c) ont
montré que ces antennes a bobine sont capables de donner des DAS trés localisés au bout de
I’antenne et qui sont moins dépendants de la profondeur d'insertion de 1’antenne dans la tumeur.
L’inconvénient principal de ces antennes est qu’elles sont généralement plus invasives que les

antennes sans bobines en raison de leur diamétre augmenté par 1’ajout de ces derniéres.

1.6.1.1.2. Antenne d’ablation par voie endoscopique

Saito et al. [82] ont proposé une antenne spécifique pour le traitement du cancer des
canaux biliaires par voie endoscopique (Figure 18). L antenne a été basée sur la structure d’une
antenne a fente (Figure 18b) [91]. Elle a été fabriquée d’un céble coaxial flexible ayant un
diamétre externe de 1.6 mm. Ce céble fin peut étre inséré dans un endoscope de diamétre 2.4
mm puis conduit vers le canal biliaire a travers I’cesophage, comme montre le schéma de la
Figure 18a. Schéma de I’antenne a bobine basée sur une structure coaxiale (a) et la comparaison de la

distribution du DAS de I’antenne coaxiale avec et sans la bobine (b) [89].

Les auteurs avaient étudié les performances de 1’antenne a 2.45 GHz en utilisant un
fantdme de tissu équivalent a un tissu de foie de porc. Une sonde thermique a fibre optique a

été placée a proximité de la fente de I’antenne pour mesurer 1’élévation de température dans le
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Figure 18 Schéma d’insertion de I’antenne par voie endoscopique pour I’AMW du cancer dans les
canaux biliaires (a) et structure basique de I’antenne a fente utilisée (b) [82].

canal exposé. Les expérimentations ont montré que cette antenne est capable de produire une
élévation de température de 10°C a une distance de 4.8 mm de la fente de I’antenne pour une

puissance incidente de 5.4 W.

Les mémes auteurs ont développé par la suite une autre antenne endoscopique basée sur
une structure d’antenne monopolaire (Figure 19a) [81]. Le méme type de céble coaxial que
précedemment a été utilisé pour fabriquer cette antenne. Une prothése biliaire a été insérée dans
le canal biliaire autour de 1’antenne sans aucun contact entre elles. Le DAS a été évalué
numériquement pour deux types de prothése biliaire (Figure 19b). La premiere est une prothése
métallique conventionnelle. La deuxieme prothese proposée est une prothése métallique
comportant cing anneaux en plastique. Le résultat de la distribution du DAS (Figure 19¢) a
montré que la prothése proposée permet de coupler 1’énergie micro-onde le long de son axe
tandis qu’avec la prothése conventionnelle 1’énergie est déposée au bout de I’antenne

seulement.
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Figure 19 Structure de I’antenne monopolaire utilisée pour I’AMW par voie endoscopique du
cancer des canaux biliaires (a). Types de protheses utilisés (b) et distribution du DAS pour
chaque prothese (c) [81].

1.6.1.2 Conclusion

Pour conclure cette partie, nous avons dans un premier temps présenté les deux
différentes parties qui constituent un systéme d’ablation micro-onde. Ensuite, nous nous
sommes focalis€s sur la partie antenne du systéeme d’AMW. Nous avons présenté un bilan des
différentes structures d’antennes existantes sous deux catégories : les antennes d’AMW par voie
non endoscopique (voie percutanée) et les antennes d’AMW par voie endoscopique. Cela nous
a permis de constater un manque dans la conception dans antennes spécifiques pour I’AMW

par voie endoscopique.

Dans le cadre de 1’étude présentée dans cette partie, la finalité de notre travail sera donc
le développement et la caractérisation électromagnétique d’une antenne spécifique pour
I’AMW par voie endoscopique. Son originalité réside en ses dimensions miniaturisées et la
possibilité de 1’insérer directement dans la tumeur par une aiguille de biopsie sans opération

chirurgicale. Ce systéme sera présenté en détails dans le chapitre I.
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Apres avoir présenté le systeme d’AMW, les systémes d’exposition radiofréquences
spécifiques pour 1’étude des effets sanitaires des signaux de télécommunications sans fils seront
décrits en détails dans la partie suivante. Ce travail étant situé a I’interface entre
I’¢électromagnétisme et les expérimentations avec les biologistes, une partie sur les exigences

de chacun sera abordeée par la suite.

1.6.2. Systeme d’exposition aux radiofréquences

Un montage expérimental spécifique pour 1’exposition des milieux biologiques aux
signaux de télécommunications radiofréquences est constitué principalement de deux grandes
parties : le générateur RF et le systéme d’exposition qui contient le milieu biologique

(applicateur) (Figure 20).

Le développement des systemes d'exposition pour des expérimentations biologiques
dans le domaine des RF peut étre représenté par une seéquence d'étapes, selon I'approche
proposée par [92]. Allant des protocoles et des exigences des biologistes sur les parametres
d'exposition, la structure EM basique la plus appropriée est choisie et congue sur des bases
théoriques. En général, le systeme basique doit étre modifié afin de répondre aux exigences
biologiques et EM. Ainsi, un processus d'adaptation et d'optimisation du systeme a lieu en
utilisant des outils numériques. Pour connaitre le niveau du champ EM induit dans le milieu
biologique (culture cellulaire ou animal), la dosimétrie numérique est effectuée. Comme
derniére étape, apres la fabrication du systeme, les résultats numériques doivent étre validés

expérimentalement [93], [94].

Les exigences biologiques représentent un point critique et vital pour la conception d'un
systeme d'exposition, car elles pourraient étre les plus limitatives, en particulier lorsqu’un
équipement et des procédures de protocole particulieres sont nécessaires. En raison de la grande
variété de cibles et des protocoles biologiques, un certain nombre de systéemes d'exposition

différents ont été utilisés dans les expérimentations, a la fois in vivo et in vitro.

Dans ce qui suit, nous allons présenter dans un premier temps les différentes conditions

EM et biologiques que doit satisfaire un systéme d’exposition.
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Figure 20 Schéma général d’un montage expérimental d’exposition RF.

1.6.2.1 Exigences fondamentales pour les systéemes d’exposition RF

Plusieurs auteurs ont énuméré les exigences primordiales a considérer lors du
développement des systemes d'exposition [95]-[98]. Ces exigences peuvent étre classées dans
une liste divisées en trois catégories: «exigences électromagnétiques », « exigences
biologiques » et « autres exigences ». Cette liste peut servir comme étant une vérification pour
les parametres essentiels qui doivent étre pris en compte dans I'évaluation d'une configuration

particuliére. Cependant, une telle liste est de nature qualitative et reste assez générale.

1.6.2.1.1. Exigences électromagnétiques

La problématique principale d’un systéeme d’exposition réside en sa capacité a
transmettre ’onde EM du générateur au milieu biologique d’une maniére la plus fidele possible
sans pertes considérables. Pour assurer cette bonne transmission entre les deux parties du
montage expérimental, plusieurs critéres doivent étre satisfaits lors de la conception du systeme

d’exposition [93]. En voici quelques exemples :

e Adaptation d’impédance : Le systeme d’exposition doit étre adapté en impédance au
génerateur RF et aux connectiques qui les relient (cables de transmissions,
connecteurs...). Cela signifie que le systéme doit avoir une impédance égale a
I’impédance caractéristique typique des instruments RF (50 Q). En cas de
désadaptation, 1’énergie incidente n’est pas appliquée en totalité¢ au milieu biologique ;
une partie de cette énergie sera réfléchie a I’entrée du systéme d’exposition ce qui peut

entrainer en plus I’endommagement du générateur.
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Suivis des paramétres d’exposition : pour s’assurer du bon fonctionnement du systeme
d’exposition et de sa stabilité, il faut que les différents parameétres d’exposition
(puissances incidente et réfléchie, élévation de température, champ électrique et autres)
soient suivis en temps réel le long du temps d’exposition. Des instruments et des sondes
de mesure doivent étre alors mis en place avec la possibilité de les contrdler facilement

(en général par un ordinateur).

Distribution homogene du champ électrique : le systéme d’exposition doit assurer une
distribution homogéne du champ, ou au moins la déviation de I'hnomogeénéité doit étre

aussi faible que possible et pas plus grande que les variations de la réponse biologique.

Sécurité humaine : le systéme d’exposition doit respecter les normes de puissance

recommandées pour garantir la sécurité du personnel qui le manipule.

1.6.2.1.2. Exigences biologiques

Les exigences et les contraintes les plus limitant dans les systémes d’exposition sont

souvent celles imposées par le minimum d’exigences du protocole de 1’expérimentation

biologique elle-méme [93]. Ces exigences peuvent étre réesumeées par les points suivants :

Environnement biologique : toutes les conditions environnementales spécifiques pour
I'expérience biologique doivent étre strictement respectées pour garantir la viabilité du
milieu exposé. Celles-ci incluent habituellement la stérilité, la température stabilisée,
des niveaux de stress bas, le contréle de la pression atmosphérique, la concentration en
dioxyde de carbone, etc. Cela exige par exemple, dans certains cas, que le systéme

d’exposition soit placé dans un incubateur. L’incubateur a son tour doit permettre

I’acces facile a 1’échantillon ainsi que le passage des cébles de transmission.

Nature de la cible: la nature (milieu cellulaire, animal entier, organe...) et les
dimensions de la cible biologique ainsi que le type du récipient qui la contient affecte
directement la géométrie du systéeme. Par exemple, les milieux cellulaires sont exposés
habituellement dans des boites de Petri, des cuvettes ou des flasques. Le systéme doit

étre alors adapté aux différentes formes de ces récipients.

Accés au microscope : 1’observation microscopique en temps réel de 1’échantillon
durant son exposition étant nécessaire pour suivre et interpréter les effets biologiques
induits par le champ EM, le systeme d’exposition doit étre congu de fagon qu’il soit

adapté a la platine et a 1’objectif du microscope.
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e Nombre suffisant d’échantillons biologiques exposés : le systeme développé doit
permettre une exposition d'un nombre suffisant d'échantillons biologiques ou d'animaux

afin d'atteindre le résultat requis statistiquement significatif dans un délai raisonnable.

1.6.2.1.3. Autres exigences

Avec ces exigences électromagnétiques et biologiques, d’autres caractéristiques du

systéme d’exposition semblent nécessaires. En voici deux exemples :

e Manipulation facile : Un systéme d’exposition doit étre adapté aux personnes qui
I’utilisent. Des programmes informatiques utilisables par tous doivent étre ajoutés pour

faciliter le pilotage des paramétres physiques et biologiques importantes.

e Codt raisonnable : Le colt du systeme doit étre raisonnable. Le choix des matériaux

joue un role essentiel dans le colt global d’un systéme d’exposition.

Dans ce qui suit, les systémes d’exposition existants seront classés en plusieurs
catégories en se basant sur le type de la cible biologique et la nature de I’analyse pour lequel le

systeme a été congu.

1.6.3. Classification des systéemes d’exposition RF

Les systémes d’exposition développés pour 1’évaluation des effets sanitaires des ondes
EM sur le vivant, sont divisés en deux catégories principales : les systémes d’exposition in vivo

et in vitro [100]. Cette classification est liee au type de la cible exposée (Figure 21).

Dans les systemes in vivo, les mesures sont effectuées sur des organismes vivants dans
leur totale complexité (Figure 21a). Deux types d’expositions sont envisagées : « exposition

localisée » (téte seule par exemple) et « exposition corps entier » (rat par exemple).

Dans les systémes in vitro, les études utilisent des suspensions cellulaires (cellules

biologiques dans leur milieu de culture) ou des cellules adhérentes (Figure 21b).

Dans ce qui suit, nous allons se focaliser sur les systémes d’exposition in vitro.

Premierement, un bilan des systemes in vitro sera présenté.
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Figure 21 Les deux catégories principales d’exposition RF liées au type de la cible biologique
exposée : (a) exposition in vivo d’un rat, (b) exposition in vitro d’une suspension cellulaire.

1.6.3.1 Bilan des Systémes d’exposition in vitro

Pour les études in vitro, de nombreux systémes d’exposition ont été développés comme
le montre la publication de Paffi et al. [100]. Ces systéemes ont été repartis d’un point de vue
EM en trois groupes différents : systemes propagatifs, résonants et radiatifs. Les systémes
propagatifs sont basés sur des lignes de transmissions qui génerent un champ électrique entre
les conducteurs. Les systemes résonants sont constitués d’une cavité dans laquelle des ondes
stationnaires sont créées. Les systemes radiatifs utilisent des antennes qui créent des

rayonnements EM sur le milieu biologique exposé.

1.6.3.1.1. Systéemes propagatifs

Parmi les systemes propagatifs, les plus utilisés par les différents groupes de recherche
sont basés sur les structures standard suivantes : les cellules transverses électromagnétiques
(TEM) (Figure 22) [101]-[109] et les guides d’onde rectangulaires (Figure 23) [110]-[117].

Leurs principaux avantages sont ’uniformit¢ du champ EM qu’ils générent et leur
polyvalence. Les cellules TEM et les guides d’onde rectangulaires ont été utilisés avec plusieurs
types de récipients contenant 1’échantillon biologique (Figure 24) tels que les cuvettes
biologiques [101], [103], les boites de Petri [101], les flasques [106], [104], [107] et les
multipuits [105].
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Figure 23 Systéme d’exposition basé sur une cellule TEM : (a) schéma d’une cellule TEM, (b) photo
d’une cellule TEM contenant une boite de Petri remplie d’un milieu biologique.
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Figure 22 Systéme d’exposition basé sur un guide d’onde rectangulaire : (a) schéma d’un guide d’onde
rectangulaire, (b) photo d’un guide d’onde rectangulaire® contenant un flasque® rempli d’un milieu
biologique® [115]
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Figure 24 Récipients utilisés pour 1’exposition des milieux de culture biologiques : (a) cuvettes
biologiques, (b) boite de Petri, (c) flasques, (d) multipuits.
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1.6.3.1.2. Systéemes résonants

Parmi les systemes résonants, nous pouvons retenir principalement les guides d’onde
court-circuités (Figure 25) [98], [118]-[120].

Les guides d'onde court-circuités sont des structures résonnantes fermées et compactes.
Elles peuvent étre facilement placées dans un incubateur lorsqu’un contréle strict de
I'environnement est nécessaire pour garantir la viabilité des cellules pendant les longues
expériences. Elles sont caractérisées par des dimensions réduites et par leur grande efficacité
en termes de la quantité élevée de puissance absorbée, mais le positionnement de I'échantillon

est critique, en raison des régions de lI'uniformité du champ extrémement localisées.

Boite de Petri
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Figure 25 Systéme d’exposition basé sur un guide d’onde court-circuité contenant plusieurs boite de
Petri remplies de milieu biologique [98].

1.6.3.1.3. Systémes radiatifs

Les systémes d’exposition radiatifs sont généralement basés sur des antennes

commerciales (Figure 26) [103], [121]-[123].

Toutes les structures propagatives et résonantes précédentes sont limitées par le nombre
réduit de récipients biologiques qu’elles peuvent contenir, contrairement aux systemes radiatifs
ouverts. Ces derniers peuvent exposés un grand nombre d’échantillons biologiques [122]
(jusqu'a 16 flacons simultanément) sachant qu’ils présentent une faible efficacité en puissance
absorbée et ne peuvent pas étre placés dans un incubateur en raison de leurs grandes dimensions.
Cependant, les antennes deviennent nécessaires lorsqu’on se déplace vers des fréquences
supérieures a 3 GHz, typique des nouvelles normes de la communication (WiMax entre 3.4 et
3.6 GHz, Wi-Fia5 GHz...).
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Figure 26 Systéme d’exposition basé sur une antenne cornet : (a) schéma d’une antenne cornet utilisé
pour exposer un milieu biologique dans une boite de Petri, (b) photo d’une antenne cornet [121].

Depuis plus d’une décennie, la possibilité de 1’observation microscopique de
I’échantillon en temps réel pendant les expositions a pris une importance croissante afin
d'identifier les effets biologiques cumulatifs ou réversibles possibles. Ce type d'analyse impose
ainsi des contraintes supplémentaires comme I'acces facile a I'échantillon biologique et le
couplage minimal avec I’outil d'acquisition. Pour répondre a ces exigences, deux solutions
principales ont été présentées dans la littérature : des structures fermées [124] (cellule TEM,
guide d'onde rectangulaire) avec des trous pour l'observation de I'échantillon et les systéemes
ouverts [125], [126] (guide d’onde coplanaire) spécialement congus pour avoir le champ
confiné dans un petit volume autour de la surface. Cette derniere solution implique également

des valeurs élevées d'efficacité.

Trois systémes d’exposition in vitro permettant 1’observation microscopique en temps
réel des cellules biologique durant leur exposition sont introduits par la suite. Ces systemes ont
¢été classés d’apres Paffi et al. [100] sous le titre des systémes d’exposition in vitro « temps

réel ».

1.6.3.1.4. Systémes d’exposition in vitro « temps réel »

Les systémes présentés sont basés sur des guides d’onde coplanaire ou rectangulaire, et
sur une cellule TEM. En tenant compte du nombre total des systémes d’exposition qui a été
développé au cours des deux dernieres décennies (plus que 51 systéemes in vitro [127] et 33 in

vivo [100]), il est évident qu’il existe un grand manque dans le développement des systémes

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 67



« temps réel », indispensable pour avoir une compréhension globale et compléte des effets

biologiques induites par les RF.

Guide d’onde coplanaire

Le guide d’onde coplanaire not¢é CPW (Coplanar Waveguide) est une ligne de
transmission qui a été proposé pour la premiére fois en 1969 par Wen [128]. C’est une structure
propagative ouverte formée de trois lignes métalliques équidistantes 1’une de 1’autre, placées
sur le méme plan d’un substrat diélectrique. La ligne métallique centrale conduit le signal tandis
que les deux lignes latérales servent de plans de masse. Le champ électrique est alors crée de

part et d’autre de la ligne centrale.

35¢m 1‘

__________

AN (c)
\
Substrat
en verre

Microscope inversé

(b)

Figure 27 Guide d’onde coplanaire spécifique pour I’observation microscopique de 1’échantillon en
temps réel : (a) Coupe transversale du guide d’onde coplanaire avec les lignes du champ électrique. (b)
Représentation schématique du guide d’onde coplanaire avec les boites de Petri contenant le milieu
biologique, positionnée au-dessus du microscope, (c) Photo du guide d’onde coplanaire a substrat
transparent developpé par Paffi et al. [125].
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Un systéme d’exposition basé sur le principe du guide d’onde coplanaire (Figure 27)
spécifique pour 1’observation microscopique de I’échantillon en temps réel a été développé par
Paffi et al. [125], [126]. Le milieu biologique a été exposé dans une boite de Petri déposée au-
dessus des lignes métalliques et juste au-dessous est positionné 1’objectif du microscope. Pour
avoir une bonne visibilité du milieu, le substrat diélectrique a été fabriqué du verre ayant une
haute transparence optique (&, = 5.5). Le substrat joue alors le role d’une fenétre transparente
par laquelle la lumiere émise du microscope peut illuminer le milieu biologique. Dans cette
configuration le champ électrique est presque paralléle a la surface de la boite de Petri. Les
dimensions ont été optimisées pour avoir une large bande passante allant de 800 a 2000 MHz
qui correspond a la gamme de fréquences typique de la deuxieme et la troisieme génération des
systemes de communication mobiles. Ce guide d’onde coplanaire a été¢ exactement caractérisé
a 905 MHz, 1750 MHz et 1950 MHz comme étant des fréquences représentatives du GSM 900,
du GSM 1800 et des normes de I’'UMTS (Universel Mobile Telecommunications System),

respectivement.

Guide d’onde rectangulaire

Le guide d’onde rectangulaire est une structure de guidage constituée d’un conducteur
en forme de tube creux de section rectangulaire. Un diélectrique, souvent de I’air, remplit
I’intérieur du conducteur creux. Il se comporte comme étant un filtre passe haut dont la
fréquence de coupure est inversement proportionnelle a ses dimensions.

Linz et al. [124] ont développé deux guides d’onde rectangulaires ayant la méme
structure mais des dimensions différentes pour opérer a 900 MHz et 1800 MHz (Figure 28).
Ces systemes d’exposition ont été construits avec des plaques inférieures adaptées a la platine
du microscope. Le milieu biologique a été placé dans un récipient cylindrique dont le fond est
constitué d’une lamelle de verre transparente. Pour permettre la visualisation microscopique en
temps réel des cellules exposées, une ouverture de 10-mm de diamétre a été percée au centre
de la plaque inférieure de chaque guide juste au-dessus de 1’objectif du microscope. Ensuite, le
fond en verre du récipient contenant le milieu biologique a été positionné au-dessus de
I’ouverture (et donc au-dessus de I’objectif du microscope). Pour réduire I’inhomogénéité du
champ dans les dispositifs induite par la présence des ouvertures, ces derniéres ont été couvertes

avec des mailles en cuivres.
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Figure 28 Schéma d’un guide d’onde rectangulaire. La plaque inférieure posséde une ouverture pour

permettre 1’observation microscopique du milieu biologique placé dans la chambre expérimentale [124].

Cellule transverse électromagnétique

La cellule transverse électromagnétique, dont I'acronyme est la cellule TEM, a été
introduite pour la premiére fois en 1973 par Myron L. Crawford, salarié du National Institute
of Standards and Technology [129]. C’est une ligne de transmission qui permet de générer des
champs électromagnétiques (EM) uniformes dans une zone définie dite "zone d'essai". Elle est
constituée d’une plaque métallique centrale parallele a deux autres plaques extérieures comme
montre la Figure 29. Crawford l'avait développée allant du principe de la ligne coaxiale pour
fonctionner comme un systéme ayant une impédance adaptée 50 Q. Ses considérations de
conception étaient de maximiser l'aire de la section transversale d'essai utilisable, la limite
supérieure de fréquence utile, et I'uniformité du champ EM délivré caractéristique de la cellule
TEM et minimiser les désadaptations d'impédance et les ondes stationnaires. La cellule TEM a
été utilisée ensuite dans de nombreuses applications. Par exemple, la cellule TEM est un
dispositif standard et efficace pour mesurer les émissions électromagnétiques des circuits
intégrés [130] et pour les études de I'interaction des signaux de la teléphonie mobile sur la santé
[25], [131], [132].

Wolke et al. [133] ont considéré une cellule TEM cubique ayant une bande passante de
2 GHz pour des expositions a 900 MHz et 1800 MHz. La cellule TEM a été placée sur la platine
du microscope (Figure 30a). Un trou de 10-mm de diamétre a été perce au centre de sa plaque
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inférieure au-dessus de I’objectif du microscope pour 1’observation en temps réel (Figure 30b).
Le milieu biologique été exposee dans un récipient cylindrique en verre de 55-mm de diamétre,
positionnée au-dessus de 1’ouverture (Figure 30c). A son tour, I’ouverture a été fermée de la
face inférieure par une maille de cuivre pour améliorer I’homogénéité du champ électrique dans
I’ouverture. Cette méme structure de la cellule TEM a été utilisée par K.W. Linz et al. [124]
pour des expositions biologiques a 180 MHz et 900 MHz.
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Figure 30 Structure de la cellule TEM montée sur la platine d’un microscope inversé avec la plaque
métallique inférieure ouverte au centre d’un trou de 10 mm de diamétre, représentatif des dimensions
de I’objectif du microscope : (a) schéma de la structure entiere, (b) coupe longitudinale au niveau de

I’ouverture, (c) coupe transversale au niveau du récipient cylindrique contenant le milieu biologique
[133].
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Pour résumer, trois systemes d’expositions in vitro « temps réel » basés sur des guides
d’onde coplanaire et rectangulaire, et sur une cellule TEM ont été présenté. Dans notre travail,
nous allons nous appuyer sur ce dernier systeme pour développer une cellule TEM qui permet

I’observation microscopique en temps réel du milieu biologique durant les expositions RF.

1.6.3.2 Conclusion

Pour conclure cette partie, nous avons vu que 1’évaluation des effets des signaux de
télécommunications sur la santé nécessite la présence des systémes d’exposition qui répondent
aux exigences des physiciens et des biologistes. Tout d’abord, nous avons présenté les
différentes parties d’un montage d’exposition aux ondes RF. Puis, nous nous sommes intéressés
a la partie « systéme d’exposition » qui contient le milieu biologique. Nous avons introduit
quelques exigences biologiques et physiques a considérer en développant un systéme

d’exposition.

Ensuite, nous avons donné un bilan des systémes d’exposition in vitro existants. Cela
nous a permis de mettre en évidence le manque dans la conception des systemes spécifiques

pour I’exposition « en temps réel » des milieux biologiques.

Dans ce contexte, notre but sera le développement d’un systéme d’exposition basé sur
une cellule TEM spécifique pour évaluer en temps réel les effets sanitaires des signaux de

télécommunications. Ce systéme sera présenté en détails dans le chapitre 1.
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La derniére partie de ce chapitre présentera le systéme d’exposition des milieux

biologique aux nsPEFs.

1.6.4. Systeme d’exposition aux nsSPEFs

L'application des champs électriques pulsés haute intensité nanoseconde (nsPEF) aux
milieux biologiques nécessite des systemes d'exposition spécifiques (Figure 31). Le systéme
d’exposition est généralement composé de deux parties principales: le générateur et
I’applicateur NSPEF. Le générateur a comme rdle de transformer la tension continue qui lui est
fournie en une impulsion électrique caractérisée par sa forme, son amplitude et sa durée [134]-
[143]. Une fois I’impulsion générée, il faut I’acheminer vers le milieu biologique. L’applicateur
est la partie du systéme d’exposition qui contient le milieu biologique et permet de I’exposer
aux champs électriques tout en répondant aux conditions des expériences physiques et
biologiques [144].

La problématique pour I’applicateur se situe dans les formes particuliéres des signaux
utilisés (impulsions, amplitude maximale, contenu spectral ...). Puisque les impulsions ont une
durée qui varie entre quelques centaines de picosecondes et quelques dizaines de nanosecondes,
le spectre correspondant présente une large bande de fréquence. Dans ces conditions, les
applicateurs doivent avoir une large bande passante pour manipuler les impulsions sans perte
du contenu spectral.

Il est aussi important de savoir exactement a quel champ est exposé le milieu biologique
et le volume qui peut étre affecté. La géométrie de I'applicateur a une influence directe sur la
distribution du champ et la forme des impulsions délivrées a la cellule. Le choix de I’applicateur
joue un role primordial dans 1’étude des effets des impulsions ultracourtes et de trés forte
amplitude puisque la valeur du champ et la durée de I’impulsion détermine les effets et la cible.
Donc le développement de ces applicateurs est lié a la définition des besoins de biologistes
(type de cellule, milieux de culture, observation en temps réel des effets des nsPEFs sur les
cellules vivantes...), et des parametres de 1’exposition (les niveaux des champs
électromagnétiques, forme et durée d’impulsions...).

C'est sur la partie "applicateur” du systéeme d'exposition que va se concentrer notre
travail. Nous présenterons premiérement la géometrie et les caractéristiques des applicateurs

présents dans la littérature pour I'exposition des milieux biologiques.
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Figure 31 Schéma représentant les parties principales d'un systéme d'exposition aux nsPEFs.

1.6.4.1 Applicateurs nsPEFs

Les applicateurs nsPEFs sont classés en deux grandes catégories : les applicateurs avec
contact électrodes/milieu biologique et ceux sans contact électrodes/milieu biologique. Les
premiers sont basés sur le principe de la conduction électrique. Les deuxiémes sont basées sur
la propagation des ondes. Une explication de ces deux principes sera donnée dans le chapitre
1.

1.6.4.1.1. Les applicateurs avec contact électrodes/milieu biologique

Dans cette partie concernant les applicateurs avec contact électrodes/milieu biologiques,
nous distinguons les applicateurs spécifiques pour 1’exposition d’un grand nombre de cellules
(suspension cellulaire ou cellules adhérentes) de ceux développés pour exposer un petit nombre

de cellules.
Applicateurs pour exposer un grand nombre de cellules

Cuvette biologique

Parmi les applicateurs existants, la cuvette biologique [136], [139], [145], [146] est
I'applicateur le plus utilisé dans les systemes d'exposition par conduction (Figure 32). Elle
permet I'exposition aux impulsions électriques nanosecondes d'un grand nombre de cellules
biologiques dans leur milieu de culture. Elle consiste en une chambre en plexiglas contenant
deux électrodes métalliques en contact directe avec le milieu biologique (exposition par
conduction) qui remplacent des faces opposees de la cuvette. Les électrodes sont séparées
typiguement par une distance de 1, 2 ou 4-mm. Plus de détails sur les caractéristiques de la
cuvette biologique seront présentés ultérieurement (chapitre I11) en détaillant les travaux de
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Figure 32 Cuvettes d’électroporation standards de distance inter-électrodes de 1,2 et 4 mm.

Kenaan et al. [139], puisque nous nous sommes basés sur cet applicateur pour concevoir une

nouvelle configuration avec des performances améliorées.

Systeme a aiguilles pour I’exposition d’une suspension cellulaire

Chen et al. [147] ont présente trois configurations basées sur un céble coaxial coupé a
une extrémité pour exposer des cellules biologiques dans leur milieu de culture (Figure 33). La
premiére configuration est constituée du cable coaxial avec le conducteur interne prolongé avec
une aiguille. La deuxiéme comporte cing aiguilles, une soudée au conducteur interne et quatre
au conducteur externe du cable. Les quatre aiguilles périphériques sont placées d’une maniére
symétrique de part et d’autre de I’aiguille centrale. La distance entre ’aiguille interne et chaque
aiguille externe est de 1.7 mm. Cette distance représente 1’épaisseur du téflon du céble. La
derniére configuration est formée du bout du cable coaxial seul sans aucune aiguille. Les

aiguilles utilisées sont en acier d’un diamétre de 200 um et d’une longueur de 5 mm.
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Figure 33 Trois configurations d’un applicateur coaxial pour des expositions aux nsPEFs: 1-
Applicateur coaxial a une aiguille, 2- applicateur coaxial a cinq aiguilles et 3- applicateur coaxial sans
aiguille [147].
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Les trois systémes ont été plongés dans une boite de Petri contenant le milieu biologique
et testé avec une impulsion de durée 15 ns et d’amplitude 10 kV. Les résultats ont montré que
pour toutes les configurations le champ électrique est maximal au centre et décroit a moins de
10 MV/m a un rayon de 400 um du conducteur interne. Cependant, la configuration sans
aiguilles est capable de genérer le champ le plus intense au centre de la zone exposée alors que

la configuration a cing aiguilles électrodes a I’avantage de générer le champ le plus homogéne.

Applicateurs pour exposer un petit nombre de cellules

Les applicateurs dédiés pour exposer un petit nombre de cellules (quelques dizaines de
cellules ou une cellule) sont désignés par « microsystemes », en raison de leur distance inter-
électrodes micrométrique. Les microsystemes ont été développés pour fournir des champs
électriques de forte intensité (1 a 10 MV/m).

Microsystéme a aguilles pour ’exposition d’une seule cellule

Pakhamov et al. [148] ont mis en place un systeme a deux aiguilles en tungstene
spécifique pour I’exposition d’une cellule individuelle sur une lamelle en verre (Figure 34). Les
¢électrodes ont un diamétre de 125 um et sont séparées d’une distance de 310 um. Les €électrodes
sont positionnées de part et d’autre de la cellule sous microscope a [’aide d’un
micromanipulateur. Elles sont directement liées a un générateur délivrant des impulsions
rectangulaires de durée 60 ns. Il a été montré que pour une tension incidente de 1 kV, ce systéme
est capable de délivrer un champ électrique d’amplitude 2.4 MV/m.

Matching
resistor
A

Blumlein

to oscilloscope

Figure 34 Microsystéme pour I’exposition d’une cellule. (A) Image microscopique du positionnement
des électrodes et de la micropipette par rapport a la cellule a exposée. (B) Schéma du systeme [148].
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Microchambre a électrodes filaires

Wu et al. [149] ont développé un autre type d’applicateur nsPEF basé sur une chambre
a électrodes filaires (Figure 35). Cet applicateur a été congu pour 1’exposition des suspensions
cellulaires avec observation en temps réel sur la platine du microscope. Il consiste en un micro-
canal formé entre deux électrodes filaires en tungsténe plaquées or, de 100 um de diamétre. Les
électrodes ont été pliées a angle droit et placé a une distance de 200 um centre a centre, dans 8
chambres en verre. Un micromanipulateur permet un positionnement précis et un déplacement
facile et rapide des électrodes d’une cellule a une autre dans la méme chambre, ou d’une
chambre a une autre. Par comparaison au systeme con¢u précédemment [150], ce dispositif
d'exposition mobile combinée avec un micromanipulateur automatisé fourni un moyen plus
flexible pour étudier la réponse des cellules ayant une certaine forme et taille, et permet de
changer I’orientation du champ électrique.

La microchambre de ce systeme d’exposition présente une impédance élevée (environ
300 Q) par rapport a une charge classique 50 Q. Afin de fournir un maximum d'énergie au
milieu biologique, les électrodes filaires ont été soudées a un connecteur BNC avec une
résistance 50 Q placée en paralléle avec les cables de transmission et le générateur.

Le comportement fréquentiel de ce dispositif a été étudié. La bande passante
correspondante a un coefficient de réflexion inférieur a -10 dB est de I'ordre de 300 MHz. Par
conséquent, cet applicateur est adapté pour délivrer des impulsions aussi courtes que 2,5 ns.
L'étude de la distribution du champ indique une bonne homogénéité entre les deux électrodes,

avec un champ électrique autour de 10 MV/m.
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Figure 35 Schéma de la microchambre a électrodes filaires paralléles [149].

Systeme microfluidique
Dalmay et al. [151] ont développé un dispositif miniaturise, appelé « biochip »,
spécifiquement optimisé pour I’exposition des cellules vivantes aux nsPEFs. Ce systéme a été
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Figure 36 (a) Schéma du systeme microfluidique, (b) Photo du systeme fabriqué et zoom sur l'entrée
[151].

désigné par « microfluidique » puisqu’il est basé sur des écoulements de liquides (culture
cellulaire) dans des canaux de taille micrométrique. Il suffit qu’une dimension du canal soit de
I’ordre du micrométre ou de la dizaine de micrométres pour que 1’on parle de microfluidique
(voir la différence entre nanofluidique, microfluidique, millifluidique). Comme montre la
Figure 36, ce dispositif est composé d’un canal microfluidique de 50 um de hauteur dans lequel
les cellules en suspension dans leur milieu biologique sont injectées. Le canal est formé entre
des électrodes en or biocompatible, d’épaisseur typique de 25 pm et de longueur 30 mm. Les
¢lectrodes espacées par une faible distance de 150 um permettent I’application d’un champ
électrique intense. Ce dispositif permet aussi la visualisation en temps réel des cellules durant
leur exposition sous microscope a fluorescence grace a la transparence du fond du canal formé
du quartz.

La caractérisation électrique supportée par des mesures et des simulations numériques
dans le domaine fréquentiel, ont montré que le « biochip » posséde une bande passante de 110
MHz et une impédance de 50 Q. Le comportement temporel de cet applicateur a été aussi étudié
avec deux types de nsPEFs de durée 3 ns et 10 ns. Les résultats ont indiqué que I’amplitude et
la durée des impulsions générées et appliquées présentent un bon niveau de cohérence, illustrant
I’adaptation de cet applicateur a ces types d’impulsions. Pour une tension incidente de 6 kV, un
champ électrique d’amplitude 4.5 MV/m a été délivré au milieu. En plus, I'étude de I'évolution

temporelle et spatiale du champ électrique a l'intérieur du canal et les tests biologiques ont
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montré que ce systéme permet un traitement continu et homogéne de cellules quelle que soit
leur localisation dans le canal microfluidique et conserve la viabilité des cellules sans

contamination.

1.6.4.1.2. Les applicateurs sans contact électrodes/milieu biologique
Dans cette partie, nous présenterons deux applicateurs sans contact électrodes/milieu
biologique : un applicateur rayonnant basé sur une antenne large bande et un applicateur

propagatif basé sur une cellule TEM ouverte.

Antenne ultra-large bande

Altunc et al. ont développé un applicateur basé sur une antenne de focalisation large
bande IRA (Impulse-Radiating Antenna) [152], [153] pour exposer une cible biologique aux
nsPEFs sans I’utilisation d’électrodes invasives (Figure 37). Cette antenne IRA comporte deux
parties principales : une ligne de transmission de forme conique appelée bras d’alimentation et
une composante optique de focalisation qui est un réflecteur. Ce systeme fonctionne comme
suivant. 1l présente deux points focaux. L’onde est rayonnée du premier point focal vers le
réflecteur, qui la réfléchie a son tour et la focalise sur le deuxiéme point focal ou est localisée
lacible.

Le comportement temporel de 1’antenne a été testé avec une impulsion de durée 100 ps
et d’amplitude 100 kV pour exposer une cible ayant une permittivité dié¢lectrique de 81. Puisque
la permittivité de la cible est relativement grande par rapport a celle de 1’air qui ’entoure (égale
a 1), une lentille de focalisation a été ajoutée pour minimiser les fortes réflexions a I’interface
air/cible, due a ce saut d’impédance. Elle a comme role de réduire la taille du faisceau et de le
rendre plus étroit et directif vers la cible ce qui fournit un champ plus intense. Les résultats ont
montré que le champ reste fortement atténué dans la cible avec une intensité de 17 VV/m [152].

Il a été démontré aussi que la lentille agit comme un filtre passe-bande puisqu’elle
posseéde une bande passante allant de 0.4 GHz jusqu’a 3.4 GHz. Le filtrage des composantes
fréquentielles supérieures a 3.4 GHz est d0 aux pertes diélectriques survenues dans le matériau
de la lentille, alors que le filtrage des composantes inférieures a 0.4 GHz est lié a la géométrie
de la lentille. Cela indique que cette antenne IRA n’est pas adaptée aux impulsions lentes ou

rectangulaires qui possedent un contenu spectral situé aux basses fréquences.
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Figure 37 Photo du montage expérimental comportant ’antenne IRA [152].

Cellule TEM ouverte

Kohler et al. [154] ont développé une cellule TEM ouverte contenant une boite de Petri
pour exposer des cellules en suspension (Figure 38). La boite de Petri a été positionné entre la
plaque métallique interne et la plaque inférieure de la cellule TEM. Il a été démontré que la
bande passante de ce systéme s’étend jusqu’a 3 GHz.

Deux impulsions monopolaire et bipolaire de durée 1.2 ns et d’amplitude 1.6 kV ont été
délivré a la cellule TEM. Les résultats temporels obtenus par mesures et simulations ont montré
que I’impulsion réfléchie a I’entrée de la cellule TEM est négligeable. Par conséquent, ce
dispositif est bien adapté pour fournir des champs électriques pulsés haute intensité de durée
ultra-courte de 1.2 ns et d’amplitude de 0.1 MV/m au moins. Il est aussi a noter que cette
configuration est adaptée pour lI'imagerie en temps réel des cellules biologiques en montant la
cellule TEM sur une platine du microscope, grace a une ouverture percée au centre de la plaque
inférieure au-dessous de la boite de Petri en plexiglas transparent.

Plus de détails sur les avantages et les limitations de la cellule TEM seront donnés dans
le chapitre IV lors de la caractérisation d’un applicateur sans contact basé sur une cellule TEM

contenant une cuvette en plastique.
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Figure 38 Schéma et photo de la boite de Petri placée dans la cellule TEM: (a) vue de c6té; (b) vue de
dessus (dimensions en mm); (c) vue de coté [154].

1.6.4.2 Conclusion

Pour conclure cette partie, nous avons présenté les parties principales qui composent un
systeéme d’exposition des milieux biologiques aux nsPEFs. Nous nous sommes ensuite focalisés
sur la partie applicateur contenant le milieu a exposé. Nous avons décrit brievement les
différents types d’applicateurs existants divisés en deux catégories : les applicateurs avec
contact électrodes/milieu biologique et les applicateurs sans contact électrodes/milieu

biologique.

Dans ce cadre de 1’é¢tude, notre but sera le développement et la caractérisation
électromagnétique de différents applicateurs pour I'étude des effets biologiques des nsPEFs
(chapitre 111 et 1V). Nous chercherons a étudier les performances des applicateurs par des

simulations et des mesures pour différents types d’impulsions haute tension.
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1.7. Conclusion du chapitre

Dans ce premier chapitre, nous avons proposé une présentation générale de 1’étude.
Nous avons rappelé 1’intérét croissant qui est suscité pour I’interaction des champs EM avec les
milieux biologiques. Premierement, nous avons présenté les signaux micro-ondes qui peuvent
étre employés dans le domaine biomédical pour leurs effets thermiques a 1’échelle des tissus,
notamment dans I’ablation thermique micro-ondes des tumeurs cancéreuses. Deuxiemement,
nous nous sommes intéressées aux effets sanitaires potentiels des signaux de
télécommunications sans fil. Troisiemement, nous avons abordées 1’exploitation des effets
athermiques des impulsions électriques nanosecondes de haute intensité dans des applications
thérapeutiques puissantes telle que 1’¢électrochimiothérapie.

Pour chacune de ces trois catégories de signaux nous avons présenté une description
non exhaustive des parties principales d'un systéeme d'exposition : le générateur du signal et
I'applicateur contenant le milieu biologique. Nous nous sommes focalisés sur la partie
applicateur qui joue un role primordial dans 1’étude des effets des ondes électromagnétiques sur

les milieux biologiques.

Concernant 1’ablation par des micro-ondes (AMW), nous avons présenté les différentes
structures d’antennes d’AMW existantes sous deux catégories : les antennes d’AMW a travers
la peau ou une opération chirurgicale et les antennes d’AMW par voie endoscopique. Cela nous
a permis de constater un manque dans la conception dans antennes spécifiques pour I’AMW

par voie endoscopique.

Pour I’étude des effets sanitaires des signaux de téléecommunications sans fil, nous avons
donné un bilan des systémes d’exposition in vitro existants. Cela nous a permis de mettre en
¢vidence le manque dans la conception des systémes spécifiques pour I’exposition « en temps

réel » des milieux biologiques.

La derniére partie du chapitre a porté sur les nsPEFs. Nous avons décrit brievement les
différents types d’applicateurs existants divisés en deux catégories : les applicateurs avec
contact électrodes/milieu biologique et les applicateurs sans contact électrodes/milieu

biologique.

Dans le cadre de 1’étude présentée dans ce chapitre, mes travaux de these ont pour but
de développer et caractériser une antenne spécifiques pour ’AMW des tumeurs par voie
endoscopique (chapitre 11), un applicateur spécifique pour étudier 1’effet sanitaire des signaux

de télécommunications « en temps réel » (chapitre 1), des applicateurs nsPEFs avec contact
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électrodes/milieu biologique (chapitre 111) et des applicateurs nsPEFs sans contact

électrodes/milieu biologique (chapitre 1V).
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Chapitre 11 :
Systemes d’exposition :
applications en ablation

MW et RF temps reel
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Chapitre Il. Systémes d’exposition : applications RF temps réel et AMW

I1.1. Introduction

Comme illustré dans le premier chapitre, plusieurs expérimentations
bioélectromagnétiques ont été effectuées aux fréquences micro-ondes pour évaluer leurs effets
sanitaires ainsi que leurs applications thérapeutiques possibles. Nous avons aussi présenté les
systemes d’exposition nécessaires pour réaliser ces études qui doivent également répondre aux
besoins des biologistes et des médecins.

Mon travail de thése consiste essentiellement a développer et caractériser des systemes
d’exposition utilisés pour ces expérimentations bioélectromagnétiques. Plus précisement, ce
chapitre est composé de deux parties. La premiére partie sera consacrée a la conception et la
caractérisation d’un dispositif spécifique pour I’ablation thermique micro-ondes a 2.45 GHz par
voie endoscopique des tumeurs cancéreuses. La deuxieme partie se focalise sur 1’étude d’un
applicateur modifié dont le but est de permettre aux biologistes la visualisation microscopique
en temps réel de 1’échantillon biologique durant son exposition aux fréquences utilisées par les
systemes de télécommunications sans fil.

Les matériels et méthodes pour les expériences et la modélisation numérique des deux
dispositifs ainsi que les résultats et les analyses électromagnétiques en termes d’adaptation et
du débit d’absorption spécifique seront détaillés par la suite.
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11.2. Caractérisation expérimentale et numérique d’un dispositif

spécifique pour I’ablation micro-onde a 2.45 GHz

Le travail de cette partie se focalise sur la conception et la caractérisation
¢lectromagnétique d’un dispositif, basé sur la géométrie d’une antenne triaxiale, spécifique
pour ’ablation micro-onde in vivo des tumeurs cancéreuses par voie endoscopique. Ce travail
a ¢été effectué¢ dans le cadre d’une collaboration avec I’Equipe de Recherche Médicale
Appliquée (ERMA) du centre hospitalier et universitaire de Limoges (CHU Limoges), les

médecins Jérémie Jacques, Catherine Yardin et Sylvaine Fontanier.

Une caractérisation électromagnétique de cet applicateur a été effectuée pour évaluer
ses performances. Le débit d’absorption spécifique (DAS) a été étudié pour déterminer la
géométrie de la zone exposée. L’antenne est optimisée pour une adaptation a 2.45 GHz. Nous
avons choisi une fréquence de 2.45 GHz au lieu de 915 MHz parce qu'il a été montré dans la
littérature qu’a 2.45 GHz I’ablation est plus efficace (plus prévisible et plus rapide) puisque

cette fréquence est plus proche a la frequence de relaxation de 1’eau [33], [34].

11.2.1. Caractéristiques d’une antenne micro-onde

Nous rappelons que 1’antenne micro-onde (MW) est la partie du systéme d’ablation
micro-onde (AMW) insérée dans la tumeur et qui permet de I’exposer a des micro-ondes pour
avoir un échauffement thermique. Les caractéristiques principales a considérer en développant

une antenne d’AMW sont les suivantes :

e Adaptation d’impédance antenne/tissu biologique pour transférer le maximum

d’énergie a la tumeur.

e Minimisation du diametre de I’antenne pour permettre une ablation peu invasive

sans endommager les structures voisines.

e Minimisation de I’échauffement arriére de ’antenne et 1’endommagement du
géneérateur MW par la puissance réflechie par la tumeur et éviter ainsi

I’endommagement des tissus sains adjacents au chemin d’insertion de 1’antenne.

Comme nous avons déja vu dans le premier chapitre, plusieurs dispositifs d’ablation
micro-ondes ont été développés précédemment. Ces dispositifs sont basés sur différents types
d’antennes monopolaire, dipolaires, triaxiales et autres [26]. En revanche, la plus petite antenne

qui a été développé posseéde un diameétre externe de 1.5-mm supérieure aux diametres des
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sondes endoscopiques utilisées dans le domaine médical. Cela rend ces antennes limitées a

I’ablation par voie percutané ou par des opérations chirurgicales.

Pour dépasser cette limitation, nous avons pensé a développer un dispositif d’AMW
basée sur une antenne triaxiale. L’originalit¢ de ce dispositif réside en ses dimensions
miniaturisées et la possibilité de 1’insérer directement dans la tumeur par une aiguille de biopsie

sans avoir recours a une opération chirurgicale.

11.2.2. Géométrie de ’antenne triaxiale

La géométrie et les dimensions de I’antenne triaxiale adaptée a cette application sont
présentées sur la Figure 39a. Elle est obtenue par I’insertion d’un cable coaxial semi-rigide
standard (UT-34-M, Micro-Coax, Pottstown, PA) de diametre 0.95-mm dans une aiguille de
biopsie de diametre 1.14-mm (19-gauge) (Figure 39b).

Le conducteur externe du cable coaxial utilisé est en cuivre, tandis que le conducteur
interne est constitué¢ d’un fil en cuivre argenté. La partie diélectrique du cable entourant le
conducteur interne est fabriquée du polytétrafluoroéthylene a faible perte (PTFE). Les
diameétres du conducteur externe, du diélectrique et du conducteur interne sont, respectivement,
de 0.95 mm, 0.61 mm et 0.2 mm. Ce céble a une impédance caractéristique de 50 Q et il peut
supporter et transmettre jusqu’a 34-W en puissance moyenne incidente. L’aiguille de biopsie
est fabriquée en acier inoxydable. Elle est couverte d’une couche de polymere biocompatible,
le Paryléne "C" d’épaisseur 10 um pour réduire le coefficient de frottement a la surface de
I"aiguille.

L'élément rayonnant de 1’antenne (dipdle /2, avec A la longueur d’onde a la fréquence
du travail), également connu sous le nom de la partie active de I’antenne, est formé par une
portion du conducteur interne entourée par le diélectrique (PTFE). La partie active de I’antenne
et la distance entre 1’aiguille et I’extrémité du conducteur externe, appelée longueur d’insertion,
sont optimisées pour minimiser les pertes dans les tissues biologiques. Elles sont égales a
(2n+1) 2/4 a la frequence considérée, avec n entier. L'avantage de l'aiguille est a la fois de
protéger I'antenne lors de son introduction dans le corps et de minimiser I’échauffement arrié¢re
qui endommage le cable.

Cette antenne a éte congue pour rayonner a une fréquence de 2.45 GHz dans un liquide
équivalent ayant les proprietés diélectriques d’un tissu tumoral du foie: permittivité
diélectrique de 45.6, conductivité électrique de 1.94 S/m et densité volumique de 1050 kg/m?
[155].
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Figure 39 Géométrie et dimensions de I’antenne triaxiale d’ablation micro-onde. Photos de I’antenne
triaxiale (a) et de la sonde endoscopique (b).

11.2.3. Caractérisation électromagnétique de I’antenne triaxiale

Afin de déterminer les performances fréquentielles du systéme d’ablation basé sur

I’antenne triaxiale, une caractérisation expérimentale et numérique en termes de coefficient de
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réflexion et de débit d’absorption spécifique a été effectuée. La modélisation numerique de
I’antenne a été faite a 1'aide d'un logiciel de simulation électromagnétique tridimensionnelle
Microwave Studio, développé par la société CST. Dans ce qui suit, et avant de détailler les
différentes étapes de caractérisation, nous donnons une bréve description du principe de

fonctionnement de ce logiciel.

11.2.3.1 Logiciel de simulation numérique

CST est un logiciel riche en fonctionnalités pour l'analyse électromagnétique et la
conception dans la gamme de fréquences micro-ondes. C'est un calculateur de champ
électromagnétique pour les structures en 3D basé sur la méthode numeérique des intégrales finies
dans le domaine temporel (FIT) [182]. Son principe de fonctionnement consiste a décomposer
la structure a étudier en des formes de mailles élémentaires. Ce maillage doit étre plus fin la ou
la géométrie présente des discontinuités. La seconde étape consiste a définir les conditions aux
limites. Ces conditions aux limites sont nécessaires pour initialiser la valeur du champ
électrique ou magnétique a des endroits particuliers de la structure. Ces conditions peuvent étre
de nature variée, avec par exemple des conditions sur des surfaces de type parfaitement
électrique ou magnétique. Ensuite la structure finale a traiter doit contenir des informations
concernant les constantes physiques des différents matériaux et les sources d’excitations. Enfin,
les équations de Maxwell sous formes intégrales sont résolues en leur attribuant une forme
linéaire sur chacune des faces des mailles qui construisent la structure. Puis, chaque forme
linéaire des équations de Maxwell est mise en forme matricielle permettant d’avoir une réponse

soit en régime transitoire soit en régime harmonique fréquentiel.

11.2.3.2 Modélisation numérique de ’antenne triaxiale

L’antenne triaxiale a été modélisée avec les dimensions données Figure 40. Les parties
métalliques ont été considéres comme des conducteurs parfaits. La permittivité du téflon est
¢gale a 2.1. La source d’alimentation a été modélisée par un port type guide d’onde présentant
une impédance de 50-Q. Pour comparer avec les mesures expérimentales effectuees dans le
liquide équivalent, le milieu biologique a été modélisé comme étant une zone rectangulaire
homogéne de dimensions 6x6x4.5 cm. Les propriétés diélectriques du milieu biologique
modélisées sont celle d’un tissu tumoral du foie présentées précédemment. L’antenne triaxiale
a été simulée dans le domaine fréquentiel avec une onde continue a 2.45 GHz ayant une
puissance de 1 W. La source d’alimentation a été modélisée par un port type guide d’onde

présentant une impeédance de 50-Q placée a ’entrée du cable. Pour le signal d'excitation, une

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 91



Conducteur externe

d2 = 0.9525-mm Diélectrique
d3 =0.61-mm Conducteur interne
| I d4 = 0.2032-mm
l /

ﬁvﬁ

&

! - - Partie active
/ Longueur d’insertion 11-mm

Aiguille de biopsie 3.7-mm
dl=1.19-mm

Aiguille
Milieu équivalent aux cellules J
. . Conducteur externe
cancéreuses du foie
3.7-mm

€,=456 45-mm

0=1.97 S/Im
Diélectrique
11-mm

i===-*<
®
V.,
Y

N
\

60-mm

Figure 40 Antenne triaxiale modélisée et simulée.

impulsion bipolaire a été appliquée au port d'entrée. Le maillage est produit d'une maniére
automatique, ce qui assure un bon compromis entre la précision et le temps de simulation. Due
aux différentes dimensions de la structure simulée et pour plus de précision, I'échantillon
biologique a été maillé localement avec un maillage uniforme (Ax, Ay, Az) hexaédrique de 250
um alors que les différentes parties de I’antenne ont été maillées avec un maillage trés fin de

50 pm.
11.2.3.3 Caractérisation fréquentielle

11.2.3.3.1. Coefficient de réflexion Si1
Les paramétres classiques de la caractérisation de la bande passante fréquentielle d'une

structure sont les parametres [S] : le coefficient de réflexion (Si1) et le coefficient de
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Figure 41 Coefficient de réflexion a I’entrée de 1’antenne triaxiale immergée dans le liquide équivalent
obtenu par mesure et simulation.

transmission (S21), qui traduisent respectivement la partie d'énergie réfléchie et celle transmise
par la structure. lls sont exprimés en dB, ce qui signifie que plus le module du Si; est faible (ou
grand en valeur absolue) et le module du S»; est grand (0 en dB ou 1 en linéaire), meilleure est
I'adaptation et la transmission.

Pour étudier I’adaptation de I’antenne triaxiale a 2.45 GHz, le coefficient de réflexion a
été mesureé et extrait de la simulation numérique a I’entrée de 1’antenne plongeant dans un
récipient contenant le liquide équivalent. Les mesures ont été effectuées sur une plage de
fréquence allant jusqu’a 6 GHz en connectant 1’antenne a un analyseur de réseau vectoriel (HP
8753, Agilent) calibré (plan de calibration au niveau de I'entrée de la cellule TEM) présentant
une impédance d'entrée de 50 ohm. La Figure 41 montre gque lI'antenne résonne a 2.45 GHz avec
un module du coefficient de réflexion Si1 inférieur a -20 dB. Cette adaptation a 2.45 GHz a été
obtenue pour une partie active de longueur 11 mm et une longueur d'insertion de 3.7 mm dans
le tissu équivalent homogeéne. Les résultats de mesure et de simulation sont comparables. Des
fortes variations ont été observées en mesure, due aux pertes en puissance a cause du faible
diamétre du céable de I’antenne. Une différence des niveaux du Sii a été obtenue due aux
atténuations supplémentaires en mesure en raison de la longueur réelle du cable de 2 m quin’a

pas été prise en compte dans la simulation.

11.2.3.3.2. Débit d’absorption spécifique DAS
La seconde étape de caractérisation consiste a déterminer la géométrie et la largeur de

la zone d’ablation en évaluant le DAS.

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 93



100
=

80—
70
60
s04H|
40—
30
20
10
5 10 5 0 5 10 15 0
X(mm)
(b)

Figure 42 Distribution spatiale du DAS a 2.45 GHz pour I’antenne triaxiale immergée dans le liquide
équivalent : a) coupe longitudinale le long de 1’axe principal de I’antenne, b) coupe transversale au bout
de la partie active de I’antenne.

Evaluation numeérique du DAS : distribution spatiale

CST Microwave Studio permet d'effectuer directement des calculs dosimétriques, soit
sous la forme de la puissance absorbée, ou sous la forme de DAS moyen ou DAS maximal dans
I'échantillon biologique expose.

Le DAS moyen est calculé en divisant la puissance totale absorbée dans I'échantillon

biologique (diélectrique) P, par la masse totale de I'échantillon m comme suivant :

DAS = % (W/kg) équation 11-1

Le DAS maximal indique le DAS calculé dans un point de la solution, donné comme
une valeur numérique par élément de volume sans moyennage massique ou volumique. Cette
fonction, appelée DAS local, est de grand intérét. Elle assure une visualisation de la distribution
spatiale du DAS dans toute la solution qui ne peut pas étre déterminée par les mesures.
L'exactitude du DAS calculé dépend surtout de l'erreur de discrétisation, I'erreur
d'approximation et du choix de l'algorithme utilisé pour le calcul du DAS. La distribution
spatiale du DAS a été évaluée numériquement pour 1’antenne triaxiale plongeant dans le liquide
équivalent au tissu du foie pour une puissance incidente de 1-W et a une fréquence de 2.45
GHz.

La Figure 42 montre le résultat de distribution du DAS obtenue par simulation suivant
deux plans de coupe : le plan xOy paralléle a I'axe de I'antenne a z = 0 (au milieu de I'épaisseur
de I'antenne), et le plan xOz a travers la pointe de la partie active de I'antenne (y = -15 mm). La
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Figure 43 La sonde fluoroptique accompagnée d'un boitier pour les mesures de température (Luxtron
One, Lumasense Technologies, CA, USA) (a) et le volume de mesure de la sonde (b).
distribution du DAS donne des informations sur la capacité de ce modele d’antenne micro-
ondes a confiner le champ électromagnétique a proximité de sa partie active. Comme nous
pouvons observer sur la Figure 42a, la distribution du DAS a une forme allongée le long de
I'axe de I’antenne et symétrique autour d'elle. La distribution du DAS est confinée entre la
position de l'aiguille de biopsie et la pointe de I'antenne, et le pic a eu lieu au niveau de la
position de base de I'antenne (a savoir, I'extrémité du conducteur extérieur a y = -3.7 mm). La
zone exposée a un DAS supérieur a 50 W/kg (niveau pouvant induire un chauffage) est

d’environ 1-cm de large (Figure 42b).

Evaluation expérimentale du DAS

Pour valider et compléter les simulations numériques, le DAS a été évalué
expérimentalement par des mesures d’élévation de température. Les mesures de température
ont été effectuées a l'aide d'une sonde fluoroptique non perturbante au niveau de
I'environnement électromagnétique, accompagnée d'un boitier de mesure (Luxtron One,
Lumasense Technologies, CA, USA) (Figure 43a). Le boitier est connecté a un ordinateur par
I'intermédiaire d'un cable USB et contr6lé par un programme informatique spécifiqguement
congu pour ces mesures afin d'optimiser et d'automatiser la mesure de température. Les données
de température sont enregistrées au rythme de 4 points par seconde. La sonde Luxtron est placée
a proximité de la partie active de I’antenne plongeant dans la solution (Figure 44). Le volume
de mesure de la sonde Luxtron est de 1 mm?® (Figure 43b). Le DAS a été calculé en utilisant
I’équation suivante :

DAS = 66—T équation 11-2

at t=tg
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Figure 44 Photo de I’antenne triaxiale plongeant dans le liquide équivalent avec la sonde de mesure de
température placée a proximité de la partie active de ’antenne pour mesurer le DAS a 2.45 GHz.

ou C est la capacité thermique massique du milieu considéré, 4186 J/(kg.K) et 0T/ot correspond
a la pente initiale du taux d'augmentation de la température en fonction du temps.

Les résultats de mesures montrent que les valeurs du DAS expérimentales (Figure 45)
sont conformes aux simulations. Une valeur du DAS trés élevées de 220 W/kg/Winc (normalisée

par 1 W de puissance incidente) a été obtenue par les mesures au bout de la partie active de

I’antenne.
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Figure 45 DAS expérimental a 2.45 GHz calculé a partir des mesures d’élévation de température
obtenues par la sonde Luxtron placée au bout de la partie active de I’antenne.
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11.2.4. Conclusion

Dans cette partie, une antenne triaxiale a ét¢ développée pour I’exposition in vivo des
tumeurs cancéreuses a 2.45 GHz. Une caractérisation expérimentale et numérique a été conduite
dans un liquide ayant les propriétés diélectriques d’un tissu cancéreux du foie.

Les résultats de la caractérisation fréquentielle ont montré que 1’antenne résonne a 2.45
GHz, pour une insertion de 15 mm dans le liquide équivalent. La distribution du DAS a été
aussi évaluée. Il a été¢ démontré que I’antenne est capable de confiner le champ électrique autour

de sa partie active. La zone exposée est d'environ 1-cm de large.

Le travail sur cette antenne doit étre approfondi. Comme perspective, nous chercherons
également a effectuer une dosimétrie in situ dans un milieu inhomogene représentatif du tissu
cancéreux a traiter. Une autre étape importante, consistera a insérer 1’antenne dans un modele
de tube digestif pour évaluer la limitation de ce cable en termes de flexibilité. Le cable de
I’antenne étant semi-rigide, il est possible que sa distorsion dans le tube digestif (Figure 46) ne
soit pas pratique et affecte ses performances électromagnétiques. Le développement d’un cable
flexible ayant un diametre assez réduit peut étre une bonne solution (indisponible dans les

cébles flexibles commercialisés présents a ce jours).

Dans la partie suivante de ce chapitre, nous présenterons la conception et la
caractérisation électromagnétique d’une cellule TEM modifiée pour permettre la visualisation
microscopique en temps réel d’un échantillon biologique expos€é aux signaux de

télécommunications sans fils.

Antenne d’AMW

Le foie

Figure 46 Trajet d’insertion de 1’antenne d’AMW dans le foie par voie endoscopique.
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11.3. Caractérisation expérimentale et numérique d’un systéme

pour I’exposition en temps réel

11.3.1. Problématique d’exposition en temps réel

Comme illustré dans le premier chapitre, différents systemes d'exposition ont été
développés pour étudier les effets sanitaires des ondes EM [127], [156], [157]. Pour
I'investigation en temps réel, quelques systemes ont également été congus pour permettre la
surveillance de I'échantillon en utilisant I'imagerie microscopique. Pour tenir compte de
I’objectif du microscope inversé, ces systemes ont été adaptés par I'addition d'une ouverture qui
permet l'accés au systéme par l'intermédiaire d'un objectif de microscope. A l'inverse de la
microscopie optique classique ou la lumiere arrive sur I'échantillon par le bas et ou I'observation
se fait par le dessus, pour le microscope inversé la source de lumiere est placée au-dessus de
I'échantillon et 1’objectif en dessous [158]. Cependant, une telle ouverture pour le microscope
peut perturber de facon significative le champ électrique induit a I'intérieur de I'échantillon et

ainsi modifier les performances du systéeme d'exposition.

Pour les études in vitro sur les effets biologiques des RF induits a I'échelle
microscopique, la cellule transverse électromagnétique (TEM) est un dispositif d'exposition
couramment utilisé [129], [132], [159]-[161]. Une cellule TEM avec une ouverture dans le
centre de la plaque inférieure a été proposée pour I'observation microscopique en temps réel
des cellules exposées [162]. Le diamétre de I'ouverture est comparable a celui de I'objectif du
microscope. En raison de sa grande taille, I'effet de I'ouverture sur la distribution du champ

électrique a l'intérieur de I'échantillon exposeé doit étre évalué avec précision.

Dans cette partie, nous proposons de fermer I'ouverture avec un matériau conducteur
optiquement transparent. Nous avons choisi 1I’o0xyde d'indium-étain (ITO) comme il est I'un des

meilleurs candidats parmi les oxydes conducteurs transparents [163].

Aprés avoir présenté le systeme modifié, I’objectif de ce travail est d'analyser I'impact
de Il'ouverture par rapport a son diametre et la fréquence des ondes électromagnétiques, et
d’évaluer le role de la couche d'ITO sur I'énergie absorbée par un échantillon biologique expose
a un champ EM.

11.3.2. Présentation de la cellule TEM

La géométrie et les dimensions de la cellule TEM ouverte contenant une boite de Petri

étudiée dans ce travail sont présentées dans la Figure 47. Nous avons déja utilisé cette cellule
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Figure 47 Cellule TEM contenant une boite de Petri: (a) vue de dessous, (b) vue de cdté. Dimensions
en mm.

TEM comme systeme d'exposition des cellules vivantes aux micro-ondes [131], [132], [164]-
[166] et aux champs électrique pulsés de durée nanoseconde [154], [162], [167]. La structure
est constituée d'un guide d'onde rectangulaire ouvert de 20-mm de hauteur. La cellule TEM
comporte une plague conductrice centrale de 200-mm de longueur et de 30-mm de largeur
appelée septum. Le septum est paralléle a deux parois métalliques de largeur 85-mm, reliées a
la masse. Le septum est en cuivre pour assurer une bonne conductivité tandis que les parois
extérieures sont en acier inoxydable. Les transitions d'entrée et de sortie de la cellule TEM sont

coniques pour I’adaptation d’impédance.

L'avantage principal de ce type de cellule TEM, ou la hauteur est relativement faible par
rapport a la largeur du septum est sa capacité a générer un champ électrique et magnétique
uniforme (mode TEM) sur la largeur et la hauteur de la cellule TEM [166]. Le positionnement
d'une boite de Petri en plastique de 36-mm de diamétre a I’intérieur de la cellule TEM entre le
septum et la paroi métallique inférieure permet d'exploiter cette uniformité de champ. Une petite
ouverture est percée au centre de la paroi supérieure de la cellule TEM et du septum pour
pouvoir introduire des sondes qui mesurent 1’évolution de la température au cours de
I’exposition aux champs EM. Plus généralement, ceci permet au biologiste d’avoir un acces
pratique au milieu exposé. En raison de la taille de I'objective du microscope, une ouverture de
20-mm de diametre est aussi percée au centre de la paroi inférieure pour visualiser en temps

réel 1’échantillon expose et faciliter la compréhension des effets biologiques induits.
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Cette structure presente originalité importante. Elle permet d'exposer les cellules dans
leur milieu de culture & des champs EM sans qu'il y ait contact direct entre les électrodes et le
milieu biologique. La boite de Petri permet ainsi d'éviter d'éventuels réactions électrochimiques

dont les électrodes sont le siege.

Aprés avoir présenté la cellule TEM considérée dans notre travail, les principales
caractéristiques de I’ITO choisi en tant que matériau conducteur transparent pour fermer

I’ouverture dans la plaque inférieure seront décrites dans la partie suivante.

11.3.3. Caractéristiques de I’'I'TO

L'oxyde d'indium-étain (ou oxyde d'indium dopé a I'étain ou ITO pour I'appellation
anglaise : Indium tin oxide) est un mélange d'oxyde d'indium(l1l) (In203) et d'oxyde d'étain
(V) (Sn0O2), dont la proportion massique typique est de 90 % du premier et 10 % du second
[168]. Sous forme de poudre, I''TO est de couleur jaune-vert. Lorsqu'il est déposé sur du verre
ou du plastique transparent comme un film mince d'épaisseur maximale de 1-pum, il est
transparent, incolore, et fonctionne comme un conducteur électrique. La caractéristique
principale de ce composé est donc sa combinaison de conductivité électrique et de transparence
optique.

L’ITO reste le choix de I’industrie en raison de ses propriétés idéales, de sa durabilité et
de sa stabilité qui lui permettent d’étre utilisé dans la fabrication des écrans plats des télévisions
et des ordinateurs, dans les écrans tactiles des Smartphones, tablettes, GPS et autres dispositifs
¢lectroniques. L’ITO entre aussi dans la fabrication des panneaux solaires [169], des cellules
électrochromiques [170] et dans la plupart des dispositifs optoélectroniques [171], ainsi que
dans le développement d'antennes transparentes pour la communication sans fil [172]-[176].

11.3.4. Modification de la cellule TEM

Pour éviter les considérables perturbations du champ électrique induites dans
I'échantillon biologique par I'ouverture de la plaque inférieure de la cellule TEM, tout en gardant
la possibilité d'observation en temps réel au-dessus de I'objectif du microscope, nous avons
pense a exploiter les deux propriétés spécifiques de I''TO (la conductivité et la transparence)
pour fermer cette ouverture (Figure 48).

Pour de bonnes propriétés de conduction électrique de la couche d'lI'TO a des fréquences
micro-ondes, I'épaisseur du matériau doit étre suffisante. Typiquement, des épaisseurs de
quelques centaines de nm, correspondante a un rapport épaisseur de peau/épaisseur de la couche

d'ITO acceptable (2%), sont utilisées [177]. 1l a été montré dans la littérature qu'une
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Figure 48 Photos de la cellule TEM et de la couche d'ITO placée dans la plaque inférieure de la cellule
TEM (Vue de dessous, vue de coté et ouverture fermée avec la couche d'ITO. Dimensions en mm [178].

transparence optique de 90% a été atteinte pour une épaisseur de la couche d'ITO d'environ 370
nm [177]. Cette transparence diminue a 70% lorsque I'épaisseur augmente a 1100 nm. Avec
une transparence optique inférieure a 70% I'observation microscopique des cellules biologiques
devient plus difficile. Dans notre cas, une épaisseur de 700 nm a été choisie pour assurer un bon
comportement conducteur. Avec cette épaisseur de la couche d'lITO, une transparence optique
de 85% a été atteinte. La couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur est déposée sur une plaque de
verre de 22-mm? avec une épaisseur de 170-um (Brand Indium-Tin-Oxide Coated cover slips,
06473B-AB, SPI Supplies, USA). Cette épaisseur correspond a la distance classique de travail

de l'objectif du microscope pour avoir une haute résolution.
11.3.5. Caractérisation électromagnétique de la cellule TEM modifiee

11.3.5.1 Adaptation de la cellule TEM

11.3.5.1.1. Mesures des parameétres Sij

Les coefficients de réflexion et de transmission de la cellule TEM sont mesurés sur une
plage de fréquence allant de 30 kHz a 3 GHz. Ils sont obtenus en connectant I'entrée et la sortie
de la cellule TEM a I’analyseur de réseau vectoriel (Figure 49).
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Figure 49 Montage expérimental de mesures des parameétres S.

Différentes configurations de la cellule TEM ont été mesurées pour étudier I'influence
de l'ouverture dans la plaque inférieure de la cellule TEM, de la couche d'ITO et du milieu
biologique sur I'adaptation du dispositif d'exposition.

En premier temps, pour étudier I'influence de I'ouverture et de I'l'TO sur I'adaptation de
la cellule TEM, trois différentes structures ont été mesurées pour la cellule TEM :

e contenant la boite de Petri en plastique vide de 35-mm de diamétre, placée entre le
septum et sa plaque inférieure.

e avec une ouverture de 20-mm de diamétre percée au centre de sa plaque inférieure au-
dessus de la boite de Petri vide.

e avec l'ouverture dans la plaque inférieure fermée par la couche d'ITO (Figure 48).

Les résultats obtenus pour ces mémes configurations de la cellule TEM mais avec le

milieu biologique seront présentés juste apres.
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Figure 50 Mesures des coefficients de réflexion (Si1) et de transmission (Sz1) de trois configurations de
la cellule TEM contenant la boite de Petri vide : la cellule TEM sans ouverture dans la plaque inférieure,
avec une ouverture de 20-mm de diametre, avec l'ouverture fermée par une lame en verre couverte avec
une couche d'lITO de 700-nm d'épaisseur.

Les modules des coefficients de réflexion et de transmission mesurés a I'entrée de la
cellule TEM sont présentés a la Figure 50. Les résultats sont comparés pour les trois
configurations différentes présentées précédemment sans le milieu biologique dans la boite de
Petri. Comme nous observons, pour les trois cas, les courbes sont presque confondues. Le
coefficient de réflexion est inférieur a -10 dB sur une bande de fréquence allant de 0.5 a 3 GHz
et le coefficient de transmission est compris entre -1 dB et 0 dB jusqu’a 3 GHz. Cela signifie
qu'il y a au moins un facteur 10 entre la puissance réfléchie et celle incidente dans le systéeme
d'exposition, indiquant une bonne adaptation de la cellule TEM dans ses trois configurations.
Ce résultat conforte alors le fait que la présence de l'ouverture et de I''TO dans la plaque
inférieure modifie trés 1égéerement les paramétres de transmission et de réflexion de la cellule
TEM gardant ainsi une tres bonne adaptation d'impédance de la cellule TEM jusqu'a 3 GHz.

A noter que les résonances périodiques observées sont dues aux transitions entre les
connecteurs et la cellule TEM. En effet, les minimums et maximums peuvent étre associés a la
longueur de la ligne de transmission et sont dues a la Iégére désadaptation entre les plaques de
cellules TEM et les connecteurs coaxiaux. En considérant la longueur de 22-cm de la cellule
TEM y compris les connecteurs, la fréquence équivalente a un dipble demi-onde se situe autour
de 650 MHz. Cette valeur de fréquence et ses harmoniques sont cohérents avec les minimums
et les maximums des parameétres S11 sur la Figure 50.

De plus, pour sassurer que le champ électrique est uniforme et perpendiculaire aux

plaques de la cellule TEM dans la zone de test, c'est-a-dire que seul le mode TEM se propage,
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Figure 51 Mesures des coefficients de réflexion (S11) et de transmission (S21) de trois configurations
de la cellule TEM contenant la boite de Petri remplie de 3-ml de solution biologique: la cellule TEM
sans ouverture dans la plaque inférieure, avec une ouverture de 20-mm de diamétre, avec l'ouverture
fermée par une lame en verre couverte avec une couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur.

les fréquences de coupure des modes d'ordre supérieur ont été évaluées pour la structure congue.
Différentes méthodes sont proposées dans la littérature. Pour la cellule TEM proposée, la
fréquence de coupure du premier mode de propagation d'ordre supérieur peut étre extrapolée
d'apres les résultats proposés par Tsitsos et al et Yang et al [179], [180]. Compte tenu du rapport
entre la largeur du septum de 30-mm et la hauteur de la cellule TEM de 21-mm, une fréguence
de coupure autour de 6 GHz est obtenue. Cette valeur correspond a une structure symétrique,
mais elle est suffisamment élevée pour conserver 1’adaptation de la cellule TEM utilisée jusqu'a
3 GHz.

L'influence de la présence du milieu biologique sur la bande passante de la cellule TEM
a été évaluée. Les mesures ont été faites pour les trois configurations présentées précédemment
mais avec la boite de Petri remplie de 3 ml de solution saline de conductivité électrique 2.55
S/m et de permittivité diélectrique relative 76. Les caractéristiques électriques (o, &) de la
solution ont été obtenues par mesure a l'aide d'une sonde diélectrique (85070E Dielectric Probe
Kit, Agilent, USA) a température ambiante et a une fréquence de 1.8 GHz. La solution saline

représente un milieu de culture typique de cellules biologiques en suspensions.

La Figure 51 montre les résultats de mesure pour la cellule TEM sans l'ouverture, avec
I'ouverture de 20-mm de diametre et avec I'ouverture fermée par la couche d'ITO. Dans les trois
cas la boite de Petri est remplie par la solution saline. Comme observé dans la Figure 51, par
comparaison avec les parametres S de la Figure 50, la présence du milieu biologique a
legerement modifié le coefficient de réflexion dans les trois configurations sans changer
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I'adaptation de la cellule TEM. D'apres la Figure 51, pour la cellule TEM fermee et celle avec
la couche d'ITO, les coefficients de réflexions sont presque identiques et moins perturbés par la
présence du milieu biologique. Dans le cas de la cellule TEM avec l'ouverture dans la plaque
inférieure une faible élévation du parametre Sy est observée aux hautes fréquences par rapport
aux deux autres cas (sans ouverture et avec 1’ouverture fermée par I’ITO). Cela peut étre di aux
Iégeres différences de fabrication entre les trois cellules TEM utilisées.

Pour résumer, la cellule TEM vide ou remplie par la solution saline, sans ou avec
I'ouverture dans la plaque inférieure et avec I'ouverture fermée par la couche d'ITO présente
une bande passante d’environ 3 GHz. Cela indique que la présence de I'ouverture et de I'I'TO
ainsi que le milieu biologique n’affectent pas I'adaptation de la cellule TEM. La cellule TEM
n’induit pas des distorsions spectrales importantes du signal incident au moins jusqu'a 3 GHz.
La cellule TEM est donc adaptée pour étudier les effets sanitaires possibles des signaux de
télécommunications sans fil ayant des fréquences allant jusqu’a 3 GHz (GSM, Wi-Fi,
Bluetooth...).

11.3.5.1.2. Impédance d’entrée
L'impédance a I'entrée de la cellule TEM appelée Z, peut étre déduite du coefficient de
réflexion par I'équation suivante :

=7 = équation 11-3

Z

Ou Z, est I'impédance caractéristique du générateur et des cables coaxiales égale a 50 Q et S,

le coefficient de réflexion a I'entrée de la cellule TEM.
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Figure 52 Partie réelle et imaginaire de lI'impédance d'entrée de la cellule TEM avec la boite de Petri

remplie de solution en fonction de la fréquence.
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La Figure 52 présente les parties réelle et imaginaire de lI'impédance d'entrée mesuree
en fonction de la fréquence pour la cellule TEM avec la boite de Petri remplie de solution.
Comme nous pouvons observer, I'impédance montre un comportement résistif autour de 50 Q
jusqu’a environ 1.5 GHz. La variation des propriétés électromagnétiques (conductivité
électrique et permittivité) de la solution est faible sur cette plage de fréquences [181]. La
présence du milieu biologique n'affecte pas I'adaptation du dispositif. Aux hautes fréquences,
des oscillations de I'impédance apparaissent dues aux transitions entre les connecteurs et la
cellule TEM comme déja indiqué précédemment.

L'adaptation de la cellule TEM étant validée en fonction de la présence de I'ouverture
de 20-mm de diametre ainsi que la couche d'ITO et le milieu biologique, une étude paramétrique
de I'influence de la taille de I'ouverture et de la couche d'ITO sur la distribution du champ et de
la quantité d'énergie absorbée dans le milieu a différentes fréquences est nécessaire. Le débit
d'absorption spécifiqgue (DAS) est le paramétre significatif de la distribution du champ
électrique et de I'énergie dans le milieu biologique. Le DAS sera évalué numériquement et

expérimentalement dans la suite en fonction de plusieurs variables.
11.3.6. Débit d’absorption spécifique (DAS)

11.3.6.1 Evaluation numérique du DAS

Afin de comprendre le comportement des cellules biologiques soumises a des champs
électromagnétiques et s'assurer que le systeme modifié pour permettre I'observation en temps
réel fonctionne correctement, une approche numérique est nécessaire en s'appuyant sur la
modélisation et la simulation numérique. Avant de présenter les différentes simulations

effectuées, nous donnons une breve description du principe de fonctionnement de ce logiciel.

11.3.6.1.1. Modélisation de la cellule TEM
Pour évaluer I'influence de I'ouverture et de la couche d'ITO dans la plaque inférieure
de la cellule TEM sur les performances du dispositif, différentes configurations de la cellule
TEM contenant la boite de Petri remplie de 3-ml de solution saline, ont été modélisées et
étudiées :
e Une configuration sans ouverture dans la plaque inférieure (Figure 53a).
e Plusieurs configurations ou le diametre de lI'ouverture varie de 2-mm a 20-mm (Figure
53b).
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Figure 53 Cellule TEM modélisée : (a) sans ouverture dans la plaque inférieure, (b) avec une ouverture
de 20-mm de diamétre, (c) avec l'ouverture dans la plaque inférieure fermée par une lame en verre
couverte avec une couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur.

e Une configuration dans laquelle I'ouverture de 20-mm de diamétre a été fermée avec

une couche d'ITO d'épaisseur 700-nm (Figure 53c).

La partie fabrication et réalisation sera détaillée ultérieurement lors de la présentation

des mesures de DAS.

Chague structure a été simulée et les résultats ont été extraits sur une bande de fréquence
allant de 0.5 a 3 GHz, pour une puissance incidente de 1 W. Toutes les dimensions de
modélisation sont présentées en Figure 54. La permittivité du Plexiglas de la boite de Petri a
été fixé a 2.5. Les propriétés diélectriques de la solution sont les suivantes : une conductivité de
2.5 S/m, une permittivité relative de 76 et une densité de masse volumique de 1000 kg/m?®. Les
parties métalliques ont été considérées comme des conducteurs électriques parfaits. La couche
d'ITO a une conductivité de 1.3 x 10° S/m. La cellule TEM est concue dans la direction
horizontale (Figure 54) ; son grand axe est orienté le long de I'axe Ox, étant centrée dans
I'origine du systéeme des coordonnées, et sa hauteur est suivant I'axe Oy. Cela signifie que le
vecteur de champ électrique est orienté dans la direction y et I'onde électromagnétique se
propage suivant I'axe des x.

La source d'alimentation et la charge d'adaptation sont modeélisées par des ports guide
d'onde ayant une impédance de 50 Q placées a I'entrée et a la sortie de la cellule TEM au bout
des connecteurs SMA. L'échantillon biologique a été maillé localement avec un maillage
uniforme (Ax, Ay, Az) hexaédrique de 250 pum. Lorsque la couche d'ITO a été incluse, un
maillage non-uniforme trés fin Ay de 0.35 pm (égale a la moitié de 1’épaisseur totale de la

couche d’ITO de 700-nm) a été utilisé assurant une meilleure résolution.
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Figure 54 Dimensions de la cellule TEM modélisée par le logiciel CST : (a) vue de c6té, (b) vue de
dessus.

11.3.6.1.2. Influence de I’ouverture et de I’I'TO sur le DAS

Dans un premier temps, une étude numérique de l'influence de la présence d'une
ouverture et de la couche d’ITO dans la plaque inférieure de la cellule TEM sur la distribution
spatiale du DAS et le DAS local dans le milieu biologique a été réalisée par différentes
simulations.

Pour ces études, trois différentes configurations ont été simulées : la cellule TEM sans
ouverture, avec une ouverture inférieure de 20-mm de diameétre et avec lI'ouverture fermeée par
la couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur. Ce diametre a été choisi pour correspondre aux
dimensions de I'objectif du microscope.

Dans les trois cas, une boite de Petri en plastique remplie de 3-ml de solution biologique
est positionnée entre le septum et la plaque inférieure, au milieu de cette derniére. Autrement
dit, la boite de Petri est juste au-dessus de l'ouverture ou de la plaque d'ITO dans les deux

derniers cas respectivement.
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Distribution spatiale du DAS

Ces trois configurations ont été modéelisées et simulées de la maniere la plus réaliste
possible comme décrit dans le paragraphe précédent. La distribution spatiale du DAS dans le
milieu biologique a été obtenue pour une puissance incidente de 1-W. Le signal d'excitation est
une onde CW avec une fréquence choisie de 1.8 GHz, typique de la fréquence porteuse du DCS
(Digital Communication System), connu sous le nom de GSM-1800 (Global System for Mobile
Communications). Nous avons choisi cette fréquence de travail puisqu’elle a été déja utilisée

dans de précédentes études effectuees au sein du laboratoire [131].

La Figure 55 montre la distribution du SAR a 1.8 GHz suivant deux coupes horizontale
et verticale situées respectivement au fond et au milieu de I'échantillon biologique. La
connaissance de la distribution de SAR est essentielle dans les études microdosimétriques des
effets biochimiques au niveau cellulaire et subcellulaire. En comparant les résultats des deux
derniéres configurations avec celui de la cellule TEM sans ouverture, nous remarquons que la
distribution du DAS est la méme dans le cas de la cellule TEM fermée (Figure 55a) et celui de
la cellule TEM avec I’ouverture couverte par la couche d'ITO (Figure 55¢). Un trés bon niveau
d’homogeénéité du DAS est obtenu. Tandis que pour la cellule TEM avec I'ouverture de 20-mm
de diamétre, des niveaux éleves de DAS sont observés au-dessus de I'ouverture (Figure 55b).
L'ouverture modifie de maniere significative la distribution du DAS avec une augmentation

d'hétérogénéité. Cela est di au fort couplage du champ électrique au bord de lI'ouverture.
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Figure 55 Distribution du DAS a travers la couche inférieure et une coupe verticale de I'échantillon
biologique pour trois configurations différentes: (a) Cellule TEM sans ouverture, (b) cellule TEM avec
une ouverture de 20-mm de diamétre dans la plaque inférieure 20 mm, (c) l'ouverture inférieure de 20-
mm de diamétre fermée par une lame en verre couverte avec une couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur.
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Un resultat biologique observe sur les cellules situées juste au-dessus de 1’objectif du
microscope ne peut pas étre alors généralise sur toutes les cellules du milieu exposé. La cellule
TEM fermée par la couche d’ITO se comporte alors comme la cellule TEM sans ouverture en

évitant les perturbations induites par I'ouverture.

DAS local

Des calculs dosimétriques numériques ont été aussi effectués pour obtenir le DAS local
au centre du fond de la boite de Petri. Le volume élémentaire choisi en simulation pour calculer
le DAS locale est de 1 mm?. Ce volume correspond au volume de mesure au niveau de la sonde
Luxtron utilisée pour mesurer le DAS (Figure 43Db), ce qui permet d’obtenir quelque chose de
comparable en simulation et mesure (le DAS mesuré sera présenté dans la partie qui suit les
résultats du DAS numérique).

Tableau I1-1 DAS localisé simulé pour 3 configurations a 1.8 GHz

DAS (W/kg/winc)

Cellule TEM

Simulation
Sans ouverture 1.10
Avec une ouverture de 20-mm de
diameétre fermée par la couche d'ITO 1.05
de 700-nm d'épaisseur
Avec une ouverture de 20-mm de
21.8

diamétre

Les valeurs du DAS local des trois configurations différentes sont présentées dans le
Tableau I1-1. Un bon accord a été observeé entre les valeurs du DAS obtenues dans la cellule
TEM sans l'ouverture et avec l'ouverture fermée par la couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur.
Les valeurs du DAS local correspondant a ces deux derniéres configurations sont
respectivement 1.1 W/kg et 1.05 W/kg. Cela confirme la continuité électrique dans lI'ouverture
de la cellule TEM fermée par la couche d'ITO. Pour la cellule TEM avec I'ouverture de 20-mm
de diametre, une augmentation significative de la valeur du DAS local (21.8 W/kg) a été
observée par rapport aux deux autres configurations. Ceci indique que la présence de I'ouverture
circulaire affecte fortement le DAS local dans le centre de la solution biologique. La
comparaison avec le DAS local mesuré sera faite ultérieurement.
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Apres avoir mis en évidence I'effet de la présence de I'ouverture sur I'homogénéité de
I'exposition des cellules biologiques aux champs EM, ainsi que l'efficacité de I'ouverture en
ITO pour garder des bonnes performances du dispositif, une étude paramétrique en fonction de

la taille de I'ouverture et de la fréquence du signal d'excitation a été réalisée numériquement.

Etude paramétrique du DAS

Pour plus d’information concernant I'influence de la taille de I'ouverture inférieure sur
la puissance absorbée dans le milieu biologique, la distribution du DAS a été évaluée dans la
solution pour différents diamétres d'ouverture et en fonction de la fréquence.

Dans ce but, neuf cellules TEM contenant une boite de Petri remplie de 3-ml de solution
biologique et avec un diamétre d'ouverture dans la plaque inférieure variant de 0 a 20 mm avec

un pas de 2 mm, sans la couche d'ITO, ont été simulées. La puissance incidente est de 1-W.

sans ouverture ouverture 2-mm ouverture 4-mm ouverture 6-mm
2
1.8
16
14
1.2
1
0.8
06
04
0.z
ouverture 8-mm ouverture 10-mm ouverture 12-mm g

ouverture 14-mm ouverture 16-mm ouverture 18-mm ouverture 20-mm

Figure 56 Distribution du DAS a 0.9 GHz a travers la couche inférieure de I'échantillon biologique
obtenue pour différentes tailles de I'ouverture percée dans la plaque inférieure de la cellule TEM sans la
couche d'ITO.
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Figure 57 Distribution du DAS a 1.4 GHz a travers la couche inférieure de I'échantillon biologique
obtenue pour différentes tailles de I'ouverture percée dans la plaque inférieure de la cellule TEM sans la
couche d'ITO.

L'étude a été faite pour plusieurs fréquences allant de 0.5 a 2 GHz. Cela permet d'avoir
plus d'informations sur le niveau d'exposition des cellules biologiques au champ électrique
selon le spectre fréquentiel de I'impulsion incidente ainsi que les performances du dispositif
présentant une ouverture.

Les Figure 56 - 58 présentent la variation de la distribution spatiale du DAS local pour
les différentes tailles d'ouvertures aux trois frequences suivantes : 0.9 GHz (Figure 56), 1.4 GHz
(Figure 57) et 1.8 GHz (Figure 58). Comme observé, les valeurs du DAS dans la couche
inférieure de la solution augmentent avec la taille de I'ouverture. Cela confirme la forte
influence de la taille de I'ouverture sur la valeur du DAS local.
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Figure 58 Distribution du DAS a 1.8 GHz a travers la couche inférieure de I'échantillon biologique
obtenue pour différentes tailles de I'ouverture percée dans la plaque inférieure de la cellule TEM sans la
couche d'ITO.

En ce qui concerne I'nétérogénéité en fonction de la taille de I'ouverture, comme on le
voit dans les Figure 56 - 58 et pour les trois frequences différentes (0.9, 1.4 et 1.8 GHz), pour
des ouvertures de diametre inférieure a 8 mm I'inhomogénéité du DAS dans la solution
biologique est acceptable ce qui indique que le champ électrique focalisé sur le bord de
I'ouverture est faible. Au contraire, lorsqu'on augmente la dimension de I'ouverture au-dela de
8 mm, la variabilité du DAS augmente. Ceci indique que le champ électrique focalisé au bord
de l'ouverture a augmentée induisant ainsi une inhomogénéité plus élevée du DAS dans la

région située au-dessus de l'ouverture.

En se concentrant sur les niveaux des valeurs du DAS en fonction de la fréquence, qui
traduisent les niveaux d'exposition vus par la solution, nous remarquons que pour une fréguence

de 0.9 GHz (Figure 56), malgré I'nétérogénéité induite par les différentes tailles de I'ouverture,
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un DAS maximal de 2 W/kg peut étre obtenu pour un diametre d'ouverture de 20-mm. Les
cellules exposées a ce DAS maximal sont celles situées juste au-dessus du bord de I'ouverture.
Cela indique que I'écart entre la valeur minimale du DAS a laquelle certaines cellules sont
exposeées et la valeur maximale ne dépasse pas 2 W/kg. Lorsque la fréquence augmente cette
différence devient de plus en plus importante. Comme nous observons a 1.4 GHz (Figure 57),
I'écart entre le DAS maximal obtenu dans la cellule TEM sans ouverture et celle avec une
ouverture de 20-mm devient non négligeable et peut atteindre plus que 6 W/kg. A 1.8 GHz
(Figure 58), les niveaux de DAS deviennent tres élevés et peuvent atteindre 25 W/kg. En
réesumeé, plus la fréquence est élevée, plus l'influence des différentes tailles d'ouverture

augmente et les perturbations induites sont importantes.

En outre, le DAS moyenné dans le volume total en fonction de la fréquence et pour
différentes tailles d'ouverture (diameétre variant de 0 a 20 mm avec un pas de 4 mm) a été calculé
et représenté dans la Figure 59. Les propriétés diélectriques de la solution introduites dans CST
sont celles mesurées a 1.8 GHz puisque ce logiciel prend en compte leurs variations en fonction
de la fréquence. Dans tous les cas simulés, la valeur du DAS augmente avec la taille de
I'ouverture et la fréquence jusqu'a 2 GHz (Figure 59). Au-dessus de 2 GHz, des résonances
apparaissent a certaines fréquences pour toutes les configurations. Ces fréquences peuvent étre
liées aux fréquences de résonances du résonateur diélectrique cylindrique représentant la
solution dans la boite de Petri. Une variation importante du DAS est observée. Cette variation
differe d'une configuration a une autre, ce qui confirme I'effet non négligeable de la taille de
I'ouverture sur la valeur du DAS en raison du couplage induit.

Pour la cellule TEM sans ouverture, la résonance du DAS obtenue par simulation s'est
produite a 2.7 GHz. Une approximation analytique de la structure a été évaluée pour déterminer
cette fréquence de résonance. Comme précisé auparavant, I'échantillon biologique placé dans
la boite de Petri est assimilable a un résonateur diélectrique cylindrique avec la plaque
métallique inférieure de la cellule TEM étant considérée comme un court-circuit électrique. Les
conditions de continuité aux autres interfaces de I'échantillon peuvent étre approchées a un
court-circuit magnétique dd au passage d'une haute permittivité diélectrique relative, &1 = 76
pour I'échantillon liquide, a une faible permittivité diélectrique relative (g2 = 2.5 pour la boite

de Petri et &3 = 1 pour le vide).
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Figure 59 DAS moyenné sur le volume entier de la solution biologique en fonction de la fréquence
pour différentes tailles d'ouverture (diametre de 0, 4, 8, 12, 16 et 20 mm).

Les fréquences de résonance sont donc données par I'équation suivante :

c 7Y (7Y équation 11-4
— AT Y
frtun = 5= (2] +( 2]

Ouh=3.1mmeta=17.5 mm représentent respectivement la hauteur et le rayon de I'échantillon

biologique, ynm correspond a la n'*™ zéro de la fonction de Bessel d'ordre n, ¢ = 3x108 m/s est
la vitesse de la lumiére et er = 76 la permittivité relative de I'échantillon biologique.

La premiere fréquence de résonance théorique correspondant au mode TEoz est de 2.85
GHz. Les fréquences de résonance obtenues par approximation analytique et par simulation

(Figure 59) sont donc du méme ordre de grandeur.

11.3.6.2 Evaluation expérimental du DAS

Pour valider et compléter les simulations numeériques, une évaluation expérimentale du
DAS local a partir des mesures de 1’élévation de température dans la solution biologique a été
effectuée pour différentes configurations de la cellule TEM. Les résultats sont comparés a ceux

obtenus par la simulation numérique.
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Figure 60 Montage expérimental développé pour les mesures de température (en utilisant la sonde
Luxtron).
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11.3.6.2.1. Montage expérimental de mesure du DAS

La Figure 60 montre un schéma du montage expérimental pour les mesures de DAS. La
cellule TEM contient la boite de Petri remplie de 3-ml de la solution saline. Les champs
électromagnétiques de type CW de fréquence et de puissance ajustables ont été délivré par un
géneérateur de signal (HP8648B, Hewlett-Packard, USA) suivi d'un amplificateur de puissance
de gain 40 dB (M.19.40.50. 850-1950.44.25, Nuclétudes, France). Un circulateur a été placeé en
sortie de l'amplificateur pour protéger des possibles réflexions. Une charge 50 Q est placée en
sortie de la cellule TEM pour assurer l'adaptation d'impédance. Le wattmetre, couplé a un
coupleur bidirectif permet de mesurer les puissances incidente et réfléchie a I'entrée de la cellule
TEM. Les mesures de température ont été effectuées a différentes positions dans la solution a
l'aide de la sonde Luxtron. Avant I'exposition aux champs EM, un délai de 30 minutes était
nécessaire pour garantir la stabilité de la température. Les mesures sont conduites dans les trois
configurations de la cellule TEM étudiées précédemment.

Dans ce qui suit nous allons premierement donner une bréve explication de la procédure

d'adhésion de la couche d'ITO a la plaque métallique inférieure de la cellule TEM.

11.3.6.2.2. Préparation de la cellule TEM avec la couche d'ITO

La plaque d'ITO utilisée pour fermer I'ouverture de 20-mm de diamétre est présentée
dans la Figure 61. La couche d'ITO est caractérisée en termes de résistance carrée désignée par
le symbole Ro, exprimée en ohms par carré (Q/o). La résistance carrée de cette couche d'ITO
est de 8-12 Q/o. Deux barres en argent sont imprimées aux deux bords opposés de la lame de
verre, du c6té de la couche d'ITO, pour assurer un bon contact électrique dans des applications

ou I'l'TO doit étre connecté électriguement a un dispositif donné comme dans notre cas. Chaque
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Figure 61 Les dimensions et la géométrie de la plaque d'ITO.

barre en argent a une largeur de 4 mm avec une résistance carrée inférieure a 0.2 Q/o qui assure
une meilleure conductivité électrique que I'I'TO.

Différentes étapes ont été nécessaires pour coller la plaque d'ITO a la cellule TEM et
pour s'assurer de la stabilité de son comportement électrique suite a I'élévation de la température
lors de I'exposition RF du milieu biologique.

Au niveau de la fabrication, un carré ayant une surface de 22-mm? et une hauteur de
170-um est graveé au centre de la plaque inférieure de la cellule TEM au-dessus de I'ouverture.
La plaque d'ITO est déposee dans le carré gravé pour fermer I'ouverture. Elle est fixée a la
plaque inférieure de la cellule TEM par une colle a base de I'époxy électriquement conductrice
pour garantir I'absence de l'air au niveau du contact et assurer ainsi une bonne continuité
électrique entre les barres en argent et la cellule TEM. La cellule TEM est ensuite placée dans
un four a une température de 120°C pour cuire I'époxy. La cuisson de I'époxy est nécessaire
pour la durcir et pour la rendre plus résistante aux changements thermiques lors des mesures de

température. La colle a base d’époxy est préparée en mélangeant manuellement deux
composants. Cette opération de mélange conduit a I’emprisonnement de bulles d’air dans
I’époxy. L’apport de chaleur a 1I’époxy par cuisson permet de la dégazer et d’extraire les bulles
d’air. Cela est indispensable pour optimiser les performances de conductivité de la colle époxy
et améliorer I’homogénéité du joint de colle.
Dans un premier temps, I'époxy a été cuit a 120°C pour une durée d'une heure avant de
commencer les mesures de température. Ensuite deux séries de mesures d'élévation de

température ont été faites a deux temps différents apres la cuisson. La Figure 62 montre les
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Figure 62 Les résultats de mesures de température pour I'exposition de 3-ml de la solution saline a une
fréguence de 1.8 GHz et une puissance incidente Pir; = 25 W dans la cellule TEM avec I'ouverture de
diametre 20-mm fermée par la plaque d'ITO cuite une heure dans le four a 120°C. Mesures faites une
heure et six heures aprés la cuisson.

résultats d'élévation de température obtenus pour une exposition de 3-ml de la solution saline
contenu dans la boite de Petri a un champ électromagnétique continu de fréquence 1.8 GHz et
de puissance incidente Pinc = 25 W. La premiére série de mesure a été faite une heure apres la
cuisson de la cellule TEM dans le four. La deuxiéme série de mesure a été faite six heures apres
la cuisson de la cellule TEM avec les mémes conditions d'exposition. Dans la Figure 62 nous
ne présentons qu'une seule mesure de chaque série puisque nous avons obtenu la méme
élévation de température pour les différentes mesures d'une méme série. La comparaison des
résultats de mesure des deux séries présentées dans la Figure 62 montre deux élévations de
températures différentes.

Pour une exposition de 3-min, une élévation de température de 0.7°C est obtenue dans
la premiere mesure effectuée une heure apres la cuisson tandis qu'une élévation de température
de 3.1°C est obtenue six heures apres la cuisson. Cela indique que la plaque d'ITO n'est pas vue
de la méme maniére dans les deux cas. L'élévation de la température dans la solution en fonction
du temps, c'est-a-dire la pente (0T /ot), est beaucoup plus élevee apres six heures qu'une heure
apres la cuisson.

Le DAS a été calculé sur un intervalle de 30 secondes au début de I'exposition RF. Les
valeurs de DAS sont présentées dans le Tableau I1-2. Nous avons fait 6 mesures pour chaque
cas. Pour ces mesures primaires, I'écart-type a été calculé sur le nombre de mesures de chaque

série sans prendre en compte l’incertitude de I’évaluation du DAS puisque nous nous
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intéressons dans cette étude a la répétabilité du résultat dans chaque série de mesure. Comme
le DAS est une quantité linéaire par rapport a la puissance incidente, il est pratique d’exprimer

le DAS normalisé par unité de puissance incidente (W/Kg/Winc).

Tableau 11-2 DAS localisé mesuré a 1.8 GHz pour la cellule TEM avec I’ouverture de 20-mm de
diametre fermée par la couche d’ITO de 700-nm d’épaisseur, cuite une heure a une température de
120°C.

DAS (W/kg/Winc)

Temps des mesures

Mesures
Une heure apreés la cuisson 1.14+0.25
Six heures apres la cuisson 2.95+0.22

En comparant les résultats figurant dans le Tableau 11-2, nous remarquons que le DAS mesuré
six heures apres la cuisson est presque le triple de celui obtenu par les mesures effectuées une
heure apres la cuisson. Cette élévation du DAS indique un changement dans le comportement
de lacellule TEM. La cellule TEM n'est plus considérée comme une cellule TEM sans ouverture
dans la plaque inférieure.

Deux hypothéses ont été supposées pour expliquer ce changement. La premiére
hypothése est la possibilité d'un changement dans les propriétés électriques de I'l'TO données
par la résistance carrée suite a l'exposition RF. La deuxieme hypothése que nous avons
supposée est un probleme d'instabilité au niveau du contact de la plaque d'ITO avec la plague
inférieure de la cellule TEM assuré par I'époxy métallique lors de I'exposition RF de la solution
saline. Une mauvaise adhésion de I'l'TO a la plaque inférieure de la cellule TEM conduit a la
discontinuité du champ électrique au niveau du contact et le champ transmis a la solution saline

n'est plus alors le méme. Cela peut étre d0 a la durée de cuisson insuffisante de I'époxy.

Dans ce qui suit nous allons présenter les procédures effectuées pour étudier les deux
hypothéses supposées ci-dessus.

Mesure de la résistance carrée de la couche d'ITO
Pour voir si l'exposition RF de I''TO et I'élévation de sa température affecte ses
propriétés électriques, la résistance carrée de la couche d'ITO collée a la cellule TEM et déja

utilisée pour I'exposition RF a été mesurée et comparée a celle d'une plague d'ITO non exposée.
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Figure 63 Méthode de mesure de la résistance carrée R0, exprimée en ohms par carré (/o).

Lors de cette étude, la résistance carrée a été mesurée par la méthode des quatre pointes alignées
et équidistantes de Valdes (avec une erreur de 1 /o). Cette méthode consiste a injecter un
courant (1) a travers les deux pointes extérieures et & mesurer la différence de potentiel (V) entre

les deux autres pointes (Figure 63).
La résistance carrée Ro est donnée par la relation suivante :

RO = P _ 1 = u (Q/o) équation 11-8
d oxd 022xI

Ou p (Q) est la résistivité, o (S/m) est la conductivité et d (m) est 1’épaisseur de la couche.

Le résultat de ces mesures montre que les deux couches d'ITO possédent la méme
résistance carrée de l'ordre de 7.5 Q/o. Cette valeur de la résistance carrée est compatible avec
celle donnée par les données commerciales de 8-12 Q/a. Ce qui prouve que les caractéristiques
électriques de I'I'TO restent stables et invariantes aprés son utilisation pour I'exposition RF de
la solution saline. L'augmentation du DAS dans la solution apres six heures de la cuisson n'est

pas a priori due a un changement dans les propriétés de la couche d'ITO.

Recuisson de la cellule TEM avec la couche d'ITO

Pour vérifier la deuxieme hypothese, la méme cellule TEM avec la méme plaque d'ITO
fixée avec I'époxy conductrice a été recuite dans le four a 120°C pour une durée plus longue de
12 heures. Des mesures d'élévation de température avec les mémes conditions d'exposition (f

= 1.8 GHz, Pinc = 25 W) ont ete realisees sur une durée de deux semaines apres la cuisson.
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Figure 64 Les résultats de mesures de température pour I'exposition de 3-ml de la solution saline a une
fréquence de 1.8 GHz et une puissance incidente Pi,c = 25 W dans la cellule TEM avec l'ouverture de
diametre 20-mm fermée par la plaque d'ITO cuite 12 heures dans le four a 120°C. Mesures faites sur
une durée de 14 jours apres la cuisson.

La Figure 64 montre les résultats d'élévation de température dans la solution saline
exposée a une fréquence de 1.8 GHz apres une heure et 14 jours de la cuisson de 12 heures de
la cellule TEM avec la couche d'ITO. Comme nous observons, les deux courbes de température
sont confondues. La méme élévation de température de 1.1°C est obtenue dans la solution saline
pour une exposition de 3-min une heure et 14 jours apres la cuisson. Cela indique que le
comportement de la cellule TEM avec l'ouverture fermée par la couche d'ITO reste stable au
cours du temps ce qui est indispensable pour la reproductibilité des résultats. La cuisson de
I’époxy pendant une heure était alors insuffisante pour la dégazer totalement et assurer un

contact parfait de I’ITO avec la plaque inférieure de la cellule TEM.

Tableau 11-3 DAS localisé mesuré a 1.8 GHz pour la cellule TEM avec I’ouverture de 20-mm de
diametre fermée par la couche d’ITO de 700-nm d’épaisseur cuite une heure a une température de
120°C.

DAS (W/kg/Winc)

Temps des mesures

Mesures
Une heure apreés la cuisson 1.11+0.2
14 jours aprés la cuisson 1.06 +0.17
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Le DAS a été calculé a partir des courbes de mesures de température effectuées apres
une heure et 14 jours de la cuisson. Les valeurs de DAS obtenues et exprimées en W/kg/Winc
sont présentées dans le Tableau I1-3. Des DAS de 1.11 + 0.2 W/kg/Winc et de 1.06 + 0.17
W/kg/Winc sont obtenus respectivement aprés une heure et 14 jours de la cuisson. La valeur du
DAS est restée constante sur une durée de deux semaines indiquant ainsi la stabilité du

comportement électrique de la cellule TEM avec la plaque d’ITO pendant les expositions RF.
11.3.6.3 Dosimétrie expérimentale

11.3.6.3.1. DAS Local

Des mesures d’élévation de température ont été effectuées au centre de la boite de Petri
contenant 3-ml de solution saline & une fréquence de 1.8 GHz pour les trois configurations
différentes de la cellule TEM : sans ouverture dans la plaque inférieure, avec une ouverture de
20-mm de diametre et avec I’ouverture fermée par la couche d’ITO. La puissance incidente a
été reglée a 25 W et plusieurs mesures ont été réalisées pour chaque configuration. Les données
de température sont représentées graphiquement dans la Figure 65.

Le générateur RF a été allumé apres 20 min d'acquisition (1 min seulement est
représentée sur la Figure 65) pour s’assurer de la stabilisation de la température de la solution
a la température ambiante de la chambre. Nous avons fait plus que 20 mesures pour chacune

des trois configurations différentes pour confirmer la répétabilité des résultats.
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Figure 65 Mesures de température obtenues par la sonde Luxtron pour trois configurations différentes:
cellule TEM sans ouverture dans la plaque inférieure (courbe bleue); cellule TEM avec une ouverture
de 20-mm de diamétre (courbe rouge); ouverture fermée avec une couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur
(courbe verte).
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Le calcul de I'écart-type prend également en compte l'incertitude de I'évaluation du DAS
en fonction du temps pour plus de précision. Nous avons utilisé une régression exponentielle
des mesures de température pour calculer la dérivée de la forme exponentielle a la phase initiale
(t=0s, RF on). La dérivée varie légérement en fonction des paramétres choisis, notamment
I'intervalle de temps pour le calcul de la régression. Dans notre cas, nous avons modifié
I'intervalle de temps de 30 s a 120 s. Cela a permis de définir un écart-type sur les mesures. La
régression exponentielle a été obtenue en utilisant une optimisation non linéaire et sans

contrainte (derivative-free method, fminsearch matlab® optimization function).

Tableau 11-4 DAS localisé mesuré et simulé pour 3 configurations a 1.8 GHz.

DAS (W/kg/Winc)

Cellule TEM
Mesures* Simulation

Sans ouverture 1.17+£0.14 1.10

Avec une ouverture de 20-mm de
diametre fermée par la couche d'ITO de 1.10+0.13 1.05
700-nm d'épaisseur

Avec une ouverture de 20-mm de
T 23.6+0.6 21.8
diameétre

Les valeurs du DAS local associées aux mesures et I'écart type calculé a partir de la
température sont résumées dans le Tableau 11-4 et comparées avec les valeurs obtenues par les
simulations numériques. Le DAS est normalisé par unité de puissance incidente (W/ kg/Winc).
En comparant les résultats de mesures des différentes configurations nous observons que les
mémes valeurs du DAS sont mesurées dans la cellule TEM sans I'ouverture et avec I'ouverture
fermée par la couche d'ITO de 700-nm d'épaisseur (respectivement 1.17 + 0.14 W/ kg/Winc et
1.10 + 0.13 W/kg/Winc). Ces valeurs du DAS normalisées montrent aussi un excellent accord
avec les simulations numériques, ce qui confirme 1’efficacité de la fermeture de I’ouverture par
la plaque d’ITO pour maintenir la continuité électrique dans I'ouverture. Pour la cellule TEM
avec l'ouverture de 20-mm de diamétre, une méme élévation forte de la valeur du DAS local a
été observée en mesure et en simulation (respectivement 23.6 + 0.6 W/ kg/Winc et 21.8 W/

kg/Winc) par rapport aux deux autres configurations de la cellule TEM. Le DAS dans la solution
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est donc fortement perturbé due au couplage et a la discontinuité du champ électrique induite
par la présence de I’ouverture.

Apres avoir confirmé les valeurs numériques de DAS par des mesures d’élévation de
température, des mesures de température supplémentaires ont été faites en déplacant la sonde
fluoroptique dans le milieu biologique pour étudier I’homogénéité du DAS dans la solution en

présence de la couche d’ITO.

11.3.6.3.2. Evaluation de I’homogénéité du DAS

La Figure 66 montre les différents endroits de mesure de température dans la solution
saline pour étudier I’homogénéité de la distribution du DAS. La cellule TEM utilisée est celle
avec I’ouverture de 20-mm de diamétre fermée par la couche d’ITO. Une ouverture de 10-mm
de diametre est percée au milieu de septum. Cette ouverture est ensuite fermée par un ruban
adhésif métallique en cuivre pour éviter 1’effet de la présence de I’ouverture sur le champ
électrique. Le ruban adhésif étant mince, il peut étre percé facilement dans différents endroits
pour introduire la sonde de mesure de température dans la solution. Cela permet de balayer la
position de la sonde pour mesurer le DAS local dans plusieurs endroits de la solution.

Le DAS a été mesuré dans cing endroits différents dans la solution biologique comme
montre la Figure 66. La solution saline est exposée a une puissance de 25 W. La fréquence du
signal est de 1.8 GHz. Six mesures d’élévation de température ont été effectuées a chaque
position de la sonde. Le DAS a été calculé et exprimé en W/kg/Winc dans le tableau ci-dessous
(Tableau I1-5).

Milieu biologique

Zone au-dessus de
'ouverture fermée par
dITO

Zone de mesure de

température
& N
~ e
35mm
Figure 66 Emplacement des points de mesure de tempeérature avec la Luxtron.
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Tableau 11-5 DAS localisé mesuré a 1.8 GHz pour la cellule TEM avec I’ouverture de 20-mm de

diamétre fermée par la couche d’ITO de 700-nm d’épaisseur cuite une heure a une température de
120°C.

DAS (W/kg/Winc)

Points de mesure

Mesures
Point 1 1.10£0.13
Point 2 1.13+0.38
Point 3 1.06 £0.19
Point 4 1.18+£0.28
Point 5 1.01+0.26

Comme nous observons dans le Tableau I1-5, la méme valeur du DAS est obtenue dans
les cinq endroits de mesure. Cela indique un trés bon niveau d’homogénéité de la distribution
du DAS dans la solution et confirme ainsi les résultats de simulations numériques dans les
cellules TEM sans ouverture et avec 1’ouverture fermée par I’ITO (Figure 55a et Figure 55b).
Les cellules biologiques sont alors exposées a la méme quantité d’énergie quel que soit leur
emplacement dans la boite de Petri.

Pour résumer, des simulations numériques et des mesures de DAS ont été effectuées
pour montrer le role important que joue la couche d’ITO du point de vue électromagnétique.
Dans le paragraphe suivant nous allons tester la visualisation des cellules biologiques dans la

boite de Petri sous 1’objectif du microscope a travers la couche d’ITO.
11.3.7. Transparence optique de ’'ITO

11.3.7.1 Préparation de I'échantillon biologique et microscopie a fluorescence

La lignée cellulaire de glioblastome humain U87MG (un type de cancer du cerveau) a
été utilisée dans ces expériences. Les cellules ont été cultivées dans un milieu de culture complet
(MEM supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal, de la glutamine, 100 pg/ml de penicilline
et 100 pg/ml de streptomycine ; Invitrogen) dans un incubateur a 37°C avec 5% de CO2. Les
cellules ont été ensemencees dans des boites de Petri contenant une lamelle en verre revétue de
poly-D-lysine (Fluorodish, WPI-Europe), & une densité de 1-2 x 10°cellules par ml et laissées
adhérer et croitre pendant 48 heures avant les expériences. Les cellules ont été transfectées avec

le vecteur CellLight® tubuline-GFP (Invitrogen) 18 heures avant les expériences et ensuite
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marquees avec un ester methyletétraméthylrhodamine (TMRM, Invitrogen) et du Hoechst-
33342 (Invitrogen), pour visualiser les microtubules, les mitochondries et les noyaux,
respectivement. Les milieux de culture et les colorants ont été enleves et remplacés par 3 ml de
solution saline HEPES (Live cell Imaging Solution, Invitrogen), afin de maintenir les conditions
physiologiques en ce qui concerne I'osmolarité, le pH et le potentiel membranaire.
L'illumination par épifluorescence des cellules a été accomplie grace & une source de
lumiére UV/visible/NIR (Spectra 7, Lumencor), couplée au microscope (DMI16000, Leica) par
une fibre de quartz de 1 mm. La lumiere dans l'ultraviolet (390/18), cyan (475/28) et vert
(549/15) des canaux a été utilisée pour exciter le Hoechst-33342, la GFP et le TMRM,
respectivement. La lumiére émise a été séparée de I'excitation avec un diviseur de faisceau
dichroique (89100BS, Chroma) et sélectionnée par des filtres d'émission contr6lés par une roue
a filtres (MAC 6000, Ludl). Les images ont été capturées par une caméra haute résolution pour
microscopie (EMCCD Evolve 512, Roper) de résolution 512 x 512 pixels. Les cellules ont été
illuminées sur de courtes durées (50 ms) pour minimiser le photo-blanchiment. Le bruit de fond

des images a été corrigé avec une région d'intérét ne contenant pas de cellules.

11.3.7.2 Imagerie cellulaire par microscopie a fluorescence en temps réel

Les images de cellules vivantes fluorescentes ont été acquises a haute résolution a
travers l'ouverture couverte d'ITO et le fond de la boite de Petri située dans la cellule TEM. Les
cellules ont été marquées a l'aide de trois fluorophores couramment utilisés (Hoechst, GFP et
TMRM) pour démontrer le potentiel de cette configuration dans des expériences d'imagerie en
temps réel des cellules vivantes. La combinaison de la couche de verre mince d'ITO avec la
lame de plastique de la boite de Petri augmente le trajet optique et impose par conséquence une
limitation sur le choix de l'objectif. Néanmoins, l'utilisation d’objectifs ayant une grande
distance de travail évite cette limitation, permettant la visualisation a haute résolution des

compartiments sous-cellulaires et des organites (Figure 67).
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Figure 67 Cellules U87 observées en fluorescence multimodale a travers 1’ouverture ITO de la cellule
TEM. Les cellules ont été marquées avec des fluorophores pour discriminer i, le noyau (Hoechst-
33342), ii, les microtubules (tubuline couplée a la GFP), iii, les mitochondries (TMRM), iv, une image
combinée des trois canaux de fluorescence. Les images ont été capturées avec un objectif LEICA HCX
40x a distance de travail élevée (N.A. 0.75).

11.3.8. Conclusion

Dans cette partie, une cellule TEM modifiée a été proposée pour permettre I'observation
en temps réel des cellules biologiques durant leur exposition aux micro-ondes. Une ouverture
de 20-mm de diamétre a été percée dans la plaque inférieure de la cellule TEM et fermée avec
une couche d'ITO d'épaisseur 700-nm, un matériau spécifique avec a la fois une bonne
conductivité électrique et une transparence optique. Cet applicateur permet I'exposition des
cellules dans leur milieu de culture sans aucun contact avec les électrodes.

Pour déterminer les meilleures conditions d'exposition et mettre en évidence
I'importance de la fermeture de I'ouverture par la couche d'ITO du point de vue
électromagnétique, une caractérisation électromagnétique de la cellule TEM a été effectuée. La
bande passante da la cellule TEM contenant une boite de Petri remplie d'une solution
biologique, correspondante a un coefficient de réflexion inférieur a -10 dB est de I'ordre de 3
GHz.
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L'évaluation du débit d'absorption spécifique dans la solution biologique a montré un
bon niveau de cohérence entre les valeurs du DAS évaluées par des mesures de température et
les résultats numériques obtenues a l'aide du logiciel commercial CST. La cellule TEM sans
ouverture et avec l'ouverture fermée avec la couche d'ITO de 700 nm a présenté les mémes
valeurs du DAS et une bonne homogeénéité de la distribution du DAS. La cellule TEM avec
I'ouverture de 20-mm de diameétre dans la plaque inférieure présente des valeurs beaucoup plus
élevées du DAS et une forte hétérogéneité du DAS dans le milieu biologique contenu dans la
boite de Petri placée au-dessus de I'ouverture. Pour une puissance d'entrée de 1-W, les valeurs
du DAS obtenues a une fréquence de 1.8 GHz dans I'échantillon exposé dans la cellule TEM
avec l'ouverture de diamétre 20-mm fermée ou non fermée par la couche d'ITO ont été de 21.6
W/kg et 1.1 W/Kg, respectivement.

Enfin, une imagerie de cellules vivantes par microscopie a fluorescence a été réalisée en
temps réel a travers I'ouverture couverte d'ITO et le fond de la boite de Petri située dans la
cellule TEM pour tester la transparence optique de I''TO sous I'objectif du microscope. Des
images de cellules vivantes fluorescentes ont été acquises a haute résolution permettant une

visualisation claire des compartiments sous-cellulaires et des organites.
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11.4. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons proposé¢ deux applicateurs spécifiques pour 1’ablation
micro-onde des tumeurs cancéreuses du foie et I’étude des effets sanitaires des signaux de

télecommunications sans fils, respectivement.

L’applicateur d’AMW est basé sur une antenne triaxiale congue pour effectuer des
ablations a 2.45 GHz. Son originalité réside en ses dimensions miniaturisées et la possibilité de
I’insérer dans le foie par voie endoscopique. Une caractérisation expérimentale et numérique a
été conduite dans un liquide ayant les propriétés diélectriques d’un tissu cancéreux du foie. Pour
cette antenne un DAS supérieur a 50 W/kg/Winc @ montré une zone exposée de 1-cm de

diametre.

Le deuxiéme applicateur est basé sur une cellule TEM avec une ouverture fermée par
un matériau transparent conducteur 1’Indium tin oxyde (ITO). Cette cellule TEM permet
I’observation microscopique en temps réel du milieu biologique exposé a travers son ouverture
fermée par I’'ITO. L’influence de la présence de 1’ouverture et de la couche d’ITO sur le DAS
dans le milieu exposé a été évaluee. Les valeurs du DAS obtenues a 1.8 GHz dans le milieu
exposé dans la cellule TEM avec l'ouverture fermée ou non par I’ITO étaient de 1.1 W/kg/Winc
et 23.6 W/kg/Winc, respectivement. Une excellence homogéneité du DAS a été obtenue dans le
milieu en présence de I’'TTO. Des images de cellules vivantes exposées fluorescentes ont été
acquises a haute résolution a travers 1’ouverture fermée par I’ITO, confirmant ainsi I’efficacité
de ce systéeme pour avoir une visualisation claire des compartiments sous-cellulaires et des
organites.

Dans le chapitre suivant (chapitre I11), nous allons nous concentrer sur les applicateurs
spécifiques pour 1’exposition des milieux biologiques aux champs électriques pulsés
nanoseconde de haute intensité. Nous allons proposer et caractériser deux applicateurs nsPEFs

sans contact électrodes/milieu biologique.
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Chapitre 111 :
Les applicateurs
d’impulsions avec
contact
electrodes/milieu
biologique
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Chapitre I11. Les applicateurs d’impulsions avec contact

I11.1. Introduction

Dans le premier chapitre, nous avons présenté les effets des champs électriques
impulsionnels sur le milieu biologique. Ces effets dépendent des parametres de I'impulsion
appliquée aux cellules biologiques (durée, amplitude, forme temporelle...). L'utilisation des
impulsions de haute intensité (> 100 kV/m) et de durée ultracourte de l'ordre de quelques
nanosecondes, induit des effets sur les structures intracellulaires intéressantes pour des
applications medicales. Cependant, ce type de signaux exige des applicateurs specifiques ayant
une large bande passante capables d'exposer le milieu biologique sans déformation de ces

impulsions.

Ce chapitre sera consacré a I'étude de différents applicateurs spécifiques a I'exposition
des milieux biologiques aux champs électriques pulsés haute intensité nanoseconde (nsPEFs).
Apres la présentation des différents critéres auxquels un applicateur nsPEFs doit obéir, nous
présenterons deux applicateurs avec contact électrodes/milieu biologique. La caractérisation
électromagnétique de ces dispositifs sera faite dans le domaine fréquentiel (Paramétres S,
adaptation d’impédance...) et dans le domaine temporel (réponse des applicateurs aux
impulsions de différentes durées, formes et amplitudes...). La phase de caractérisation sert a
comprendre le comportement des applicateurs, leurs bandes passantes de fonctionnements et
les phénoménes qui déterminent leurs réponses aux impulsions appliquées. Enfin, une

validation de ces dispositifs par des expérimentations biologiques sera présentée.

Ce chapitre mettra en évidence I’importance du développement des applicateurs sans
contact électrodes/milieu biologique (ou applicateurs isolés) pour transmettre des impulsions
ultracourtes. A D’issue de cette synthése, nous allons proposer dans le chapitre Il trois
applicateurs isolés dont deux sont nouveaux, basés sur la modification de deux applicateurs

classiques avec contact.

I11.2. Caractéristiques d’un applicateur biologique nsPEFs

Nous rappelons que I’applicateur biologique est la partie du systeéme d’exposition qui
contient 1I’échantillon biologique et qui permet de 1’exposer a I’impulsion électrique délivrée
par le générateur. Un applicateur nsPEFs doit satisfaire les caractéristiques physiques et

biologiques suivantes :
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e adaptation en impédance avec le générateur pour éviter la réflexion d’énergie,

e large bande passante fréquentielle pour transmettre fidélement des impulsions

électriques courtes qui possedent un large contenu spectral,
e capacité de supporter et de transmettre de trés hautes tensions (de 1’ordre de kV)

e biocompatibilit¢ des matériaux qui le compose pour éviter les réactions

électrochimiques avec le milieu biologique,

e possibilité de visualiser 1’échantillon biologique en temps réel sous 1’objectif du

microscope pendant son exposition aux nsPEFs,

e possibilit¢ d’exposer des cellules biologiques en quantité suffisante pour les

investigations par les biologiques (analyse statistique).

Les applicateurs biologiques peuvent étre divisés en deux grandes catégories selon la
configuration de 1’ensemble électrodes-milieu biologique. Lorsque le milieu biologique est
placé en contact direct avec les électrodes de I’applicateur, ce dernier est classifié comme étant
« un applicateur avec contact ». Tandis que lorsque le milieu biologique est exposé dans un
support diélectrique placé a I’intérieur de I’applicateur sans aucun contact entre le milieu
biologique et les électrodes, 1’applicateur est nommé «un applicateur sans contact ou

applicateur isolé ».

Typiquement, I’application d’un champ électrique & un milieu biologique, consiste a
placer deux plaques métalliques planes, dont I’une est liée a la source de tension et I’autre a la
masse, d’une maniére paralléle de part et d’autre du milieu biologique. La structure constituée
de la paire d’électrodes séparées par le milieu biologique, considéré du point de vue
électromagnétique a la fois comme étant un milieu conducteur et diélectrique, forme une ligne
de transmission qui permet de transmettre une impulsion de tension entre deux points de
potentiels différents. Cette ligne de transmission peut étre simplifié et modélisée électriquement
par une conductance G (S) et une capacité C (F) en parallele, comme montre la Figure 68. En

premiére approximation, C et G peuvent étre déterminées par les équations suivantes :

EpE , .
C=52" équation 111-1
d
2 7 -
G=S- équation 111-2
d
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Figure 68 (a) milieu biologique diélectrique entre deux plaques métalliques. (b) circuit équivalent du
point de vue électrique.

ou S (m?) est la surface des électrodes planaires en contact avec le milieu biologique, d (m) la
distance entre les électrodes, €, = 8.8542 x 10712(F /m) la permittivité du vide, o (S/m) la
conductivité électrique du milieu et €, sa permittivité diélectrique relative. L’impédance
équivalente Z, () de I’ensemble électrodes-milieu biologique, ou autrement dit de
I’applicateur contenant le milieu biologique, est égale a I'impédance équivalente de C et G

placées en paralléle. Elle est donnée par I’équation suivante :

d

7 = équation 111-3
¢ S(o+j.2mEE, . f)

ou f est la fréquence du travail en Hz.

L’impédance équivalente est donc fonction des dimensions des électrodes de
I’applicateur et des propriétés électromagnétiques du milieu biologique qu’il contient, o et €,..
Ces deux derniers possédent a leur tour un comportement dépendant de la fréquence. Lorsque
le spectre fréquentiel de I’impulsion €lectrique appliquée au milieu biologique se situe aux
basses fréquences, les pertes par conduction sont beaucoup plus importantes que les pertes
diélectriques. Le comportement conducteur du milieu biologique di a la conductivité électrique
o domine. Tandis que lorsque le spectre de I’impulsion est situé aux hautes fréquences, c’est le
comportement diélectrique du milieu d0 a la permittivité relative €, qui prend le dessus.

Dans les applicateurs avec contact, I’exposition du milieu biologique au champ
électrique est basée sur le phénomeéne de la conduction électrique dépendant de o. Ce

phénomene domine aux basses fréquences lorsque le comportement capacitif est negligeable
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(o » 2mEHE, f). L’impédance équivalente du systéme peut étre considérée purement résistive

et indépendante de la fréquence Z, = d/So.

Aux hautes fréquences, le comportement capacitif du condensateur formé par la double
interface électrode/milieu biologique diélectrique/électrode, devient important et domine le
comportement résistif (2m€,E, f > o). L’impédance équivalente devient fortement dépendante
de la fréquence et de €,.. Sa partie imaginaire n’est plus nulle. L’impédance équivalente de
I’applicateur contenant le milieu biologique ne peut plus étre adaptée a 50 Q qui est I’impédance
caractéristique du génerateur, des cables coaxiaux et des connectiques. La transition entre les
comportements conducteur et diélectrique est déterminé par une fréquence spécifique liée a o
et €., pour laquelle o = 2m&€yE,f. Dans un milieu de culture typique, €, et o sont
respectivement d'environ 80 et 1.5 S/m. Pour ces propriétés électromagnétiques du milieu, la
fréquence de transition est d'environ 337 MHz. Dans le domaine temporel, un spectre
fréquentiel de largeur 337 MHz correspond a une impulsion électrique de durée 3.3 ns. Cela
veut dire que les applicateurs avec contact électrodes/milieu biologique basées sur le
phénomeéne de la conduction ne sont adaptés qu’aux impulsions électriques de durées
supérieures a 3.3 ns ayant des spectres fréquentiels situés a des fréquences inférieures a 337

MHz ou le comportement conducteur du milieu est majoritaire.

Donc pour transmettre des impulsions ultracourtes ayant de larges spectres supérieures
a 337 MHz, il faut éliminer Deffet capacitif en évitant le contact électrode/milieu
biologique/électrode. 1l s'agit de passer d'un systéme en conduction avec des électrodes en
contact directe avec le milieu biologique a un systeme sans contact ou le milieu biologique est
isolé des électrodes (propagation). D’ou I’intérét de développer des applicateurs isolés pour

pouvoir appliquer des impulsions ultracourtes sans distorsion du contenu spectrale.
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111.3. Les applicateurs d’impulsions avec contact electrodes/milieu

biologique

111.3.1. La cuvette biologique standard

Les travaux de Kenaan et co-auteurs [139], effectués au sein du laboratoire Xlim, ont
considéré une cuvette biologique standard avec un gap de 4 mm entre les électrodes, ayant
chacune une surface de 255 mm? (Figure 69). La cuvette a été caractérisée dans les domaines
fréquentiel et temporel en terme de bande passante fréquentielle et d’impulsions incidente et
transmise par la cuvette lorsqu’elle est soumise aux impulsions électriques de durées

nanosecondes ou nsPEFs.

Domaine fréquentiel Kenaan et co-auteurs ont montré que la cuvette d’électroporation
classique possede une bande passante fréquentielle a -10 dB limitée a 70 MHz (Figure 70a).
Cette bande passante est obtenue lorsque la cuvette est remplie par un milieu de culture
biologique (le HBSS) diluée avec de I’eau pour ajuster la conductivité électrique a 0.31 S/m.
La modification de la conductivité électrique du milieu d’une valeur typique de 1.5 S/m a une
valeur de 0.31 S/m été imposée pour avoir une adaptation d’impédance de 50 Q le long de la
bande passante (Figure 70b). Cette faible valeur de la conductivité du milieu de culture n’est
pas recommandée par les biologistes puisqu’elle peut affecter la viabilité des cellules

biologiques contenues dans le milieu.

Figure 69 Cuvette d’électroporation standard de distance inter-électrodes 4 mm.
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Figure 70 Caractérisation fréquentielle de la cuvette biologique standard de distance inter-électrodes
de 4 mm contenant un milieu de culture des cellules biologique de conductivité électrique ajustée a 0.31
S/m. (a) Modules du coefficient de réflexion Si; et de la puissance transmise. (b) Résultats analytiques
et mesurés des parties réelle et imaginaire de I’impédance d’entrée Ze. D’apres [139].
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Figure 71 Allures temporelles et spectres fréquentiels des impulsions électriques incidentes et
appliquées mesurées a I’entrée de la cuvette biologique standard de distance inter-électrodes de 4 mm
contenant un échantillon biologique de conductivité électrique faible de 0.31 S/m. Résultats pour une
impulsion de durée 10 ns: (a) allures temporelles et (b) spectres fréquentiels. Résultats pour une
impulsion de durée 3 ns: (c) allures temporelles et (d) spectres fréquentiels. D’aprés [139].
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Domaine temporel La capacité de la cuvette a délivrer des impulsions électriques
courtes et ultracourtes a été aussi évaluée par Kenaan et co-auteurs. Deux impulsions ont été
appliquées a la cuvette. La premiére est une impulsion courte de forme rectangulaire ayant une
durée a mi-hauteur de 10 ns, des fronts de montée et de descente de 1 ns et une amplitude de
4.5 kV. Pour cette impulsion, les résultats présentés Figure 71a ont montré que la durée et
I’amplitude des impulsions incidente et transmise par la cuvette présentent un bon niveau de
cohérence. Alors que les fronts de montée et de descente de I'impulsion transmise ont été
déformés. Leur durée aaugmente de 1 nsa 1.5 ns. Cela est d a la limitation de la bande passante
de la cuvette a 70 MHz. En effet ces fronts de montée et de descente, ayant une durée
ultracourte, constituent la partie du spectre de puissance de 1’impulsion incidente situé aux
hautes fréquences. La désadaptation de la cuvette a des fréquences supérieures a 70 MHz
conduit a la dégradation du contenu spectral correspondant aux fronts de montée et de descente
de I’'impulsion (Figure 71b) et par conséquence leur déformation dans le domaine temporel.

La deuxiéme impulsion est une impulsion ultracourte bipolaire ayant une durée a mi-
hauteur de 3 ns, des fronts de montée et de descente de 800 ps et une amplitude de 3 kV. Pour
cette impulsion, une atténuation d'amplitude et un élargissement de la durée de I’'impulsion ont
été observés comme montre la Figure 71c. Cela est di au fait que cette impulsion ultracourte
présente un spectre de fréquence plus large que la bande d'adaptation de la cuvette (Figure 71d).

Par conséquent, cette configuration standard de la cuvette biologique de distance inter-
électrodes de 4 mm ayant une bande passante de 70 MHz est bien adaptée aux impulsions de
durée a mi-hauteur de 10 ns avec des temps de montée et de descente supérieur a 1.5 ns (ou
encore plus que 1.5 ns), mais limitée aux impulsions ultracourtes de durée a mi-hauteur de 3 ns
ayant un spectre fréquentiel plus large. Ajoutons que cet applicateur ne permet pas I’observation
microscopique en temps réel de 1’échantillon biologique durant son exposition aux impulsions
électriques, qui peut étre requise par nos collegues biologistes pour une bonne compréhension
des résultats biologiques obtenus.

Pour dépasser les inconvénients de la cuvette biologique standard, concernant sa bande
passante limitée et I’impossibilité de la visualisation en temps réel du milieu biologique exposé
tout en gardant les propriétés électromagnétiques typiques du milieu, nous allons proposer dans

le paragraphe suivant une nouvelle configuration modifiée de la cuvette biologique.

111.3.1.1 Géométrie de la cuvette biologique modifiée

Dans notre travail deux cuvettes biologiques avec des distances inter-électrodes de 1

mm et 4 mm sont considérées. La géométrie et les dimensions de ces cuvettes sont présentées
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Figure 72. Les électrodes sont en aluminium. Elles ont une largeur de 8 mm et une hauteur de
20 mm. Comme nous avons déja vu, la cuvette biologique standard ne permet pas 1’observation
microscopique en temps réel du milieu biologique. Pour dépasser cette limitation tout en
répondant au besoin des biologistes, nous avons pensé a modifier la cuvette biologique. Comme
montré Figure 72, nous avons rempli la cuvette avec du silicone tout en gardant un volume vide
donné. Ensuite, le milieu biologique est placé au-dessus du silicone. Cela permet I'exposition
du milieu dans la partie supérieure de la cuvette biologique sous I'objectif du microscope
(Figure 73). Un autre avantage du remplissage de la cuvette par du silicone est d’éviter le

claquage de ses électrodes lorsqu’elle est soumise a des niveaux de champ électrique trés

élevées.
Cuvette 1-mm standard Cuvette 1-mm modifiée
Silicone
V=147l
Solution biologique
V=13l
(@)
Cuvette 4-mm standard Cuvette 4-mm modifiée
{ ‘ Silicone 20 mm
| A V=576l

Solution biologique
V =64yl

(b)

Figure 72 Photographies et dimensions des deux cuvettes biologiques modifiées. La cuvette biologique
de distance inter-électrodes de 1 mm (a) et la cuvette biologique de distance inter-électrodes de 4 mm

(b).
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Figure 73 Schéma de la cuvette biologique modifiée montée sous 1’objectif du microscope.

Dans ce qui suit, I’objectif sera en premier temps la caractérisation électromagnétique
des deux cuvettes biologiques modifiées dans le domaine fréquentiel (en termes de parameétres-
S et d’adaptation d’impédance) et dans le domaine temporel (réponse des cuvettes aux
impulsions de différentes durées). La phase de la caractérisation sert a comprendre le
fonctionnement de la cuvette biologique en identifiant sa bande passante fréquentielle, sa
capacité a transmettre des impulsions électriques courtes et ultracourtes ainsi que les niveaux

de champs électriques qu’elle fournit au milieu biologique.

111.3.1.2 Caractérisation fréquentielle expérimentale

L’étude du comportement fréquentiel des cuvettes biologiques modifiées commence par
une évaluation du coefficient de réflexion Si: et de I’impédance caractéristique a 1’entrée de

chaque cuvette.

111.3.1.2.1. Impédance théorique de la cuvette biologique

L’impédance équivalente théorique Z, () de la cuvette d’électroporation contenant le
milieu biologique est donnée par 1’équation I11-3. Dans cet applicateur on a un contact directe
¢lectrode/milieu biologique/électrode. Donc 1’exposition du milieu est basée sur le principe de
la conduction électrique qui est majoritaire aux basses fréquences. Le terme (j.2m€yE,. f)
dépendant de la permittivité diélectrique €, devient alors négligeable devant la conductivité
électrique o (j.2mEHE,. f K o). Ainsi, I’'impédance équivalente théorique de la cuvette
contenant le milieu biologique peut étre simplifiée aux basses fréquences et calculée

par 1’équation suivante :

Z, = d équation I11-4

SXo
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ou d est la distance entre les électrodes, S est la surface des électrodes en contact avec le milieu

biologique et o la conductivité électrique du milieu biologique.

111.3.1.2.2. Préparation des cuvettes biologiques modifiées

Apres avoir déterminé I’impédance équivalente théorique de la cuvette contenant le
milieu biologique, nous avons calculé la quantité du milieu biologique que nous devons mettre
dans la cuvette pour obtenir une impédance Z, = 50 Q. Le milieu biologique utilisé est un
milieu de culture typique ionique nommé « Hank’s balanced salt solution » ou HBSS. Pour une
fréquence inférieure a 150 MHz, la permittivité relative du milieu est de 78 tandis que la
conductivité électrique est de 1.5 S/m. Ces valeurs obtenues par mesure a 1’aide d’une sonde

diélectrique sont typiques des milieux de culture cellulaire [183].

La géométrie et les dimensions des cuvettes biologiques étudiées contenant le HBSS
sont présentées Figure 74. Avec ce milieu biologique et d’aprés I’équation I11-4, ’impédance
théorique de la cuvette de distance inter-électrodes d; = 1 mm est adaptée a 50 Q pour une
surface des électrodes en contact avec le milieu S; = 13 mm? = 8 mm X 1.65 mm. Cela
correspond a un volume du milieu biologique v; = 13 mm3 = 13 ul (8 mm x 1.65 mm X
1 mm). Pour la cuvette biologique de distance inter-électrodes d, = 4 mm, I’impédance est
égale a 50 Q pour un volume du milieu v, = 211 mm3 = 211 pl (8 mm X 6.6 mm X 4 mm)
correspondant a une surface de contact électrode/milieu biologique S, = 53 mm? = 8 mm X
6.6 mm (Figure 74c). Le reste du volume des deux cuvettes est rempli par du silicone ayant
une permittivité diélectrique de 4. Ensuite le milieu biologique est placé au-dessus du silicone

pour permettre son exposition en temps réel sous 1’objectif du microscope.

En revanche, dans la cuvette 4-mm, les biologistes ne voulaient pas exposer une
suspension cellulaire, mais un ganglia (d’épaisseur 0.2 mm) immergé dans un milieu de culture
biologique (Figure 74b). Ce ganglia doit étre fixé sur une couche de paraffine et visualisé en
temps réel sous 1’objectif du microscope. Et puisque la distance de travail de I’objectif du
microscope utilisé est limitée a 0.17 mm, le ganglia ne peut pas étre placé au fond du canal
formé entre les deux électrodes de la cuvette ayant une profondeur de 6.6 mm. Il doit étre fixe
d’une maniere superficielle. Pour répondre a ce besoin des biologistes, nous étions obligés donc
d’ajouter une quantité supplémentaire du silicone pour diminuer la profondeur du canal. Cela
permet de fixer le ganglia au top de la cuvette mais réduit évidemment le volume du milieu
biologique en contact avec les €lectrodes ce qui affecte son adaptation d’impédance. Dans cette

nouvelle configuration, la profondeur du canal est d’environ 2 mm.
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Figure 74 Géométrie et dimensions des cuvettes biologiques modifiées contenant le milieu biologique.

Une couche de paraffine de 1.6 mm d’épaisseur environ est déposée ensuite au milieu
du silicone, sur laquelle est fixé le ganglia. Le volume du milieu de culture couvrant le ganglia
est réduit a v; = 64 mm3 = 64 ul (8 mm X 2 mm x 4 mm) correspondant a une surface de

contact électrode/milieu biologique S; = 16 mm? = 8 mm x 2 mm (Figure 74c).

111.3.1.2.3. Coefficient de réflexion mesuré

Apres la préparation des cuvettes biologiques modifiées contenant le milieu biologique,
en se basant sur I’équation théorique de I’'impédance, 1’adaptation fréquentielle de ces cuvettes
a été étudiée en mesurant le coefficient de réflexion Si1. Pour effectuer les mesures, chaque
cuvette biologique a été connecté a un cable coaxial d’impédance 50 Q en la plagant entre deux
plaques métalliques planes soudées a un connecteur de type N, comme montre la Figure 75. Le
coefficient de réflexion a été mesurée pour I’ensemble cable-cuvette a I’aide d’un analyseur de
réseau vectoriel (VNA 8753E, Agilent, USA) sur une bande passante allant de 10 kHz jusqu’a
3 GHz. L’analyseur a ¢été calibré au plan de I’entrée de 1’ensemble céble-cuvette. Deux

configurations de cuvettes modifiées ont été évaluees :
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Connecteur
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Figure 75 Photographies des deux cuvettes biologiques modifiées placées entre deux plaques
métalliques soudées a un connecteur de type N. Photographie de la cuvette de distance inter-électrodes
de 1 mm (a) et de la cuvette de distance inter-électrodes de 4 mm (b).

- Une cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm remplie de 13 pl de la solution

biologique HBSS et d’environ 147 pul du silicone (Figure 72a).

- Une cuvette de distance inter-électrodes de 4 mm remplie de 64 pl de la solution
biologique HBSS et d’environ 576 pul du silicone (Figure 72b).

La Figure 76 présente les modules du coefficient de réflexion en fonction de la fréquence
mesurée a I’entrée de ’ensemble cable-cuvette pour les deux configurations précédentes. Le
résultat obtenu pour la cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm montre que le module du
parametre Sii est inférieur & -10 dB jusqu’a une fréquence de 260 MHz. Pour la cuvette de
distance inter-électrodes de 4 mm, le module du Sy; est inférieure a -10 dB jusqu’a environ 270
MHz. Ainsi, les bandes passantes a -10 dB des deux cuvettes sont presque identiques. Ces
cuvettes biologiques modifiées de distance inter-électrodes de 1 mm et de 4 mm sont donc bien
adaptées jusqu’a, respectivement, 260 MHz et 270 MHz.

Par comparaison au travail de Kenaan et co-auteurs [139], nous avons mis en évidence
une nouvelle configuration de la cuvette biologique de distance inter-électrodes de 4 mm ayant
une bande passante a -10 dB quatre fois plus large (270 MHz) en raison de la réduction de la
surface de contact électrodes/milieu biologique. En plus, cette configuration permet
I’observation microscopique en temps réel, tout en gardant la conductivité électrique normale
1.5 S/m du milieu biologique considérée essentielle pour la bonne santé des cellules

biologiques.

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 144



------- cuvette de gap 1 mm
4 T cuvette de gap 4 mm
— -10 ________ —_— i Td =
m L e et e ’ﬂ’
S [T -
_z ‘~~.--~-- L ——,f’
(%28
-20
-30
100 260 500

Fréquence (MHz)

Figure 76 Modules du coefficient de réflexion Si; mesurés a I’entrée des deux cuvettes biologiques
modifiées de distances inter-électrodes de 1 mm et 4 mm.

111.3.1.2.4. Impédance d’entrée mesuréee
L’impédance d’entrée Ze (Q) a été aussi calculée a partir du parametre Si1 mesuré a

I’entrée de chaque cuvette en utilisant 1’équation suivante :

=z - équation I11-5
e C 1 _ Sll

ou Z. est 'impédance caractéristique du systéme connecté a la cuvette (connecteur, cables
coaxiaux, générateur, analyseur de réseau vectoriel...).

L’impédance caractéristique Z. est dans la totalité des cas égale a 50 Q. En revanche,
les applicateurs contenant un milieu biologique, sont considérés comme étant des charges
présentant des impédances Z, qui peuvent étre tres différentes. Une parfaite adaptation
d’impédance est obtenue lorsque Z, = Z, = 50 Q. Pour une meilleur compréhension de 1’effet
d’adaptation d’impédance sur la transmission d’une impulsion électrique, nous allons donner
une simple explication des trois cas suivants :

- Casadapté: Z, =50 Q.
- Basse impédance : Z, < 50 Q.
- Haute impédance : Z, > 50 Q.
Considérons le cas d’un signal impulsionnel. Soit v; la tension de I’impulsion incidente

a Pentrée de 1’applicateur, délivrée par le générateur, et v, la tension de I’impulsion réfléchie
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par I’applicateur. La tension de I’impulsion transmise (dite aussi tension appliquée) au milieu

biologique contenu dans 1’applicateur v, est donnée par I’équation suivante :

v = v+ 1 équation 111-6

Le coefficient de réflexion Si1 en tension peut étre défini par 1’équation I11-7. Il permet

de calculer la tension réfléchie v, a partir de la tension incidente v; :

v, = S11 .7 équation I11-7

Cas adapté (Z, = 50 Q) : Lorsque Z, est rigoureusement égale a 50 Q, on parle
d’adaptation parfaite d’impédance. Le coefficient de réflexion Si1 est nul. Aucune
tension n’est réfléchie par 1’applicateur (v, = 0). La tension transmise v, au milieu
biologique est rigoureusement égale a la tension incidente v;.

Basse impédance (Z, < 50 Q) : Lorsque Z, est inférieure a 50 Q, la tension réfléchie
v, est de signe négative. La tension transmise v, au milieu biologique est donc inférieure
a la tension incidente v; (d’aprés 1’équation 111-6). v, tend vers 0 lorsque Z, tend vers un
court-circuit d’impédance 0 Q.

Haute impédance (Z, > 50) : Lorsque Z, est supérieure a 50 Q, la tension réfléchie
v, est de signe positive. La tension transmise v, au milieu biologique est donc
supérieure a la tension incidente v; (d’apres 1’équation 111-6). v, tend vers 2v; lorsque Z,
tend vers un circuit ouvert d’impédance + oo. Dans ce cas, I’utilisation d’une résistance
50 Q en parallele avec I’ensemble applicateur/milieu biologique peut étre nécessaire

pour avoir une impédance équivalente a 50 Q. Cela permet de minimiser la réflexion.

La Figure 77 montre les parties réelles et imaginaires de I’impédance a I’entrée de

I’ensemble connecteur-cuvette obtenue par mesure. L’ impédance de la cuvette 1-mm contenant

13 ul de HBSS a un comportement résistif jusqu’a environ 260 MHz comme nous observons

dans la Figure 77a. Sur cette bande de fréquence la partie réelle a une valeur autour de 50 Q et

la partie imaginaire est négligeable. Au-dela de cette fréquence la partie imaginaire devient

considérable. Dans le cas de la cuvette 4-mm remplie de 64 pl de solution (Figure 77b), la partie

réelle de I’'impédance a une valeur plus élevée de 80 Q environ. D’autre part, la partie

imaginaire n’est pas nulle. Elle est autour de 50 Q. Cela indique que la cuvette 1-mm est adaptee

en impédance jusqu’a 260 MHz, alors que la cuvette 4-mm posséde une haute impédance.
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Figure 77 Partie réelle et partie imaginaire de I’impédance a I’entrée de la cuvette biologique de
distances inter-électrodes de 1 mm (a) et 4 mm (b).

Cette différence dans I’adaptation d’impédance entre les deux cuvettes est expliquée par
le fait que le volume théorique du milieu biologique a placer dans chaque cuvette, calculé a
partir de 1’équation 111-4, a été respecté dans le cas de la cuvette 1-mm (13 pl), contrairement
au cas de la cuvette 4-mm ou un volume de 64 ul inférieure au volume théorique (211 pl) a été
exposé en raison des besoins des biologistes. Ce qui 1’a rendue moins bien adaptée en
impédance a 50 Q. Ces résultats expliquent le coefficient de réflexion Si1 plus élevé pour la
cuvette 4-mm (Figure 76). Et comme nous observons Figure 77a et Figure 77b, des résonances
apparaissent aux hautes fréquences pour les deux cuvettes. Ces résonances sont liees aux
dimensions géométriques de chaque structure constituée de la cuvette, contenant le milieu

biologique, du connecteur et du cable coaxial.
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111.3.1.2.5. Cuvette modifiée de distance inter-électrodes de 4 mm avec une charge 50
en parallele

Afin d’améliorer 1’adaptation d’impédance de la cuvette de distance inter-électrodes de
4 mm pour éviter des fortes réflexions, nous avons pensé a la placer en parallele avec une charge
50 Q. Comme montre la Figure 78, deux configurations de la cuvette 4-mm / charge 50 en
parallele ont été évaluées.

La premiere consiste a placer la cuvette entre deux plagues métalliques soudées sur
I’ame centrale et le conducteur externe d’un cable coaxial de type HNB et de longueur 20 cm,
et de souder une résistance 50 Q directement en paralléle sur les deux plaques métalliques tenant
la cuvette (Figure 78a). La deuxiéme configuration consiste a placer une charge 50 Q haute
tension (GHMF, Barth Electronics, USA) en paralléle avec la cuvette de sorte que les
connectiques liant I’ensemble générateur / charge 50 Q / cuvette 4-mm soient en forme de T
comme nous observons dans la Figure 78b. Dans cette configuration la cuvette est placée entre
deux plaques métalliques soudées a un connecteur de type N. L’influence de ces deux
différentes configurations de la charge 50 Q en paralléle sur la bande passante du systéme a été

évaluée et comparée au cas précedent de la cuvette 4-mm sans une charge 50 Q.

Résistance 50 Q

(a)

[T

Charge 50 Q
(GHMF, Barth Electronics, USA)

(b)

Figure 78 Photographies de la cuvette biologique modifiée de distance inter-électrodes de 4 mm placée
en parallele a une charge 50 Q, entre deux plaques métalliques soudées a un connecteur BNC.
Configuration de la charge 50 Q soudée directement aux deux plaques métalliques (a). Configuration
de la charge 50 Q placée en forme de T avec la cuvette biologique (b).
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Figure 79 Modules du coefficient de réflexion Si;1 mesurés de la cuvette biologique de distance inter-
¢lectrodes de 4 mm sans la charge 50 Q en paralléle, avec la charge 50 Q soudée aux plaques métalliques
ou placée en forme de T avec la cuvette biologique.

Le coefficient de réflexion et ’'impédance mesurés a 1’entrée de la cuvette a 1’aide de
I’analyseur de réseau vectoriel, sont présentés Figure 79 et Figure 80. Comme nous observons
dans la Figure 79, la bande passante fréquentielle a -10 dB de la cuvette 4-mm en paralléle avec
une charge 50 Q directement soudée aux plaques tenant la cuvette s’étend jusqu’a 345 MHz.
Elle est plus large que la bande passante de la cuvette sans la charge 50 Q (270 MHz) d’environ
80 MHz. En revanche, dans le cas de la charge 50 Q placée en forme de T avec la cuvette, la
bande passante est plus faible. Elle diminue jusqu’a 135 MHz. La premiere configuration
formée de la cuvette 4-mm et de la charge 50 Q soudée aux plaques métalliques est donc plus
efficace pour élargir la bande passante du systéme d’exposition. Une mesure de I’impédance de
ces deux configurations sans la cuvette au bout, a montré que la charge haute tension présente
une impédance égale a 50 Q jusqu’a 390 MHz, alors que ’autre résistance présente des
variations d’impédance autour de 50 Q. Normalement, pour adapter une haute impédance la
charge haute tension est meilleure. Cependant, dans notre cas I’impédance de la cuvette n’est
pas tres élevée, sa combinaison avec la résistance présentant des variations a été plus favorable
qu’avec la charge haute tension.

La Figure 80 montre I’amélioration de I’'impédance a I’entrée de la cuvette en presence
de la charge 50 Q soudée aux deux plaques. Le comportement résistif de 1’impédance est
maintenu jusqu’a 345 MHz avec une partie réelle autour de 50 € et une partie imaginaire
négligeable. La présence de la 50 Q en paralléle avec la cuvette 4-mm, sous forme de la
premiére configuration, ajuste I’adaptation d’impédance de la structure a 50 Q et élargie sa
bande passante, par comparaison au cas de la cuvette 4-mm sans la charge 50 Q ayant une

impédance plus élevée autour de 80 Q.
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Figure 80 Partie réelle et partie imaginaire de I’impédance a I’entrée de la cuvette biologique modifiée
de distance inter-électrodes de 4 mm placées en paralléles avec une charge 50 Q soudée aux deux
plaques métalliques tenant la cuvette biologique.

La réponse fréquentielle des deux cuvettes biologiques modifiées de distance inter-
électrodes de 1-mm et 4-mm étant connues, la réponse temporelle de ces cuvettes a des
impulsions électriques de haute intensité et de différentes durées a été évaluée
expérimentalement et numériquement a 1’aide d’un logiciel numérique 3D. Cela permet
d’identifier I’allure temporelle et le niveau du champ appliqué au milieu biologique placé dans

ces applicateurs et exposé aux impulsions électriques.
111.3.1.3 Caractérisation temporelle expérimentale

111.3.1.3.1. Banc expérimental

Le banc expérimental qui permet d’exposer les milieux biologiques aux impulsions
électriques est présenté Figure 81. Il comporte le générateur d’impulsion électrique, des cables
de transmission coaxiaux, des instruments de mesure de signaux, I’applicateur contenant le

milieu biologique et 1’objectif du microscope.

Dans notre travail, deux générateurs d’impulsions provenant de la société FID (FID
Technology, Germany) ont été utilisés pour délivrer des impulsions électriques de durées
courtes et ultracourtes. Le premier est le générateur haute tension modele 10-1NM-T (FPG 10-
INM-T, FID Technology, Germany). Il est capable de délivrer des impulsions monopolaires
courtes de durée a mi-hauteur 14 ns avec un temps de montée de 5.5 ns et une amplitude
ajustable entre 4 kV et 10 kV. Le deuxiéme genérateur haute tension est de modéle 20-1NJ10
(FPG 10-1NM-T, FID Technology, Germany). Les impulsions délivrées par ce générateur sont

courtes et ultracourtes de durée a mi-hauteur comprise entre 3 ns et 10 ns et d’amplitude variable
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allant de 5 kV jusqu’a 20 kV. Leur forme est monopolaire. Ces deux générateurs d’impulsions

possédent une impédance de sortie de 50 Q.

Afin de mesurer en temps réel les impulsions qui se propagent dans le banc
expérimental, un tap-off (245-NMFEP-100, Barth Electronics Technology, USA) a été utilise.
C’est un extracteur des signaux a trois ports. Comme montré Figure 81, les ports 1 et 2 du tap-
off sont connectés, respectivement, au générateur d’impulsion et a I’applicateur avec deux
cables coaxiaux (RG 214 cable) d’impédance caractéristique 50 Q. Le troisiéme port (port 3)
est le port de mesure. 1l est connecté a un oscilloscope numérique ayant une bande passante de
12 GHz (Tektronix TDS 6124C, Tektronix, Inc., USA). L'impédance de la ligne coaxiale
principale liant directement les ports 1 et 2 est de 50 Q tandis que 1'impédance du port de mesure
est de 4950 Q, ce qui permet de mesurer les impulsions de tensions avec un rapport de 1/100

de I’amplitude principale (ou une atténuation de 40 dB en échelle logarithmique).

Soit Vi la tension de I’impulsion incidente délivrée par le générateur arrivant au port 1
et V; la tension de I’impulsion réfléchie par 1’applicateur arrivant au port 2. 1/100 de la tension
Vi et 1/100 de la tension V; sont extraites par le port 3 du tap-off et affichées sur I’écran de
I’oscilloscope avec un délai de temps correspondant a la différence de propagation de ces
impulsions dans les cables coaxiaux de longueurs différentes. L’impulsion de tension réelle V¢
transmise a I’entrée de I’applicateur est égale a la somme de 1I’impulsion de tension incidente
Vi et I’'impulsion de tension réfléchie Vi apres la soustraction du retard temporel entre les deux

impulsions de tension.

Oscilloscope

i A
Vi Il

attenuateur |20 dB

4950 Q_ |port2 impulsion transmise

A4 B
Generateur / __!_> \-J.'L'”DD / \_> Applicateur
nsPEF port1—Fport3 <= biologique

tap-off impulsion réflechie

Figure 81 Banc expérimental pour étudier le comportement des applicateurs dans le domaine temporel
avec des impulsions électriques hautes tensions de durées courtes et ultracourtes.
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111.3.1.3.2. Type des impulsions traitées

Les etudes temporelles présentées dans ce chapitre ont été conduites essentiellement
avec trois impulsions électriques monopolaires de durées a mis hauteur de 3 ns, 8 ns et 14 ns.
Ces impulsions de durée différente, courte et ultracourte, permettent de mettre en évidence la
capacité des applicateurs sans contact électrodes/milieu biologique a transmettre des impulsions
ultracourtes par rapport aux applicateurs avec contact électrodes/milieu biologique. Les

résultats obtenus sont extrapolables pour d’autres types d’impulsions.

Les acquisitions temporelles des impulsions traitées ainsi que leurs spectres fréquentiels
normalisés sont présentés Figure 82. La premiere impulsion ou « I’impulsion 14-ns » (Figure
82a) est une impulsion monopolaire courte de durée a mi-hauteur 14 ns, délivrée par le
générateur FID modéle 10-1INM-T. Cette impulsion a un temps de montée de 5.5 ns et une
amplitude de 4.5 kV. Les deux autres impulsions ou « I’impulsion 3-ns » (Figure 82e) et
« I’impulsion 8-ns » (Figure 82c) sont délivrées par le générateur FID modele 20-1NJ10 et
possedent, respectivement, une durée a mi-hauteur de 3 ns et 8 ns. Ces deux impulsions ont une
forme monopolaire avec un temps de montée de 1 ns mais possédent des amplitudes différentes
de 3.1 kV et 4.6 kV respectivement. Cela est di a la limitation du générateur en tension

lorsqu’on diminue la durée de I’impulsion.

Comme nous remarquons, les formes temporelles de ces impulsions sont trés proches
ce qui donne des spectres fréquentiels d’allure presque similaire mais décalés en fréquence.
L’impulsion 3-ns posséde un spectre allant jusqu’a 200 MHz (Figure 82f), quatre fois plus large
que celui de I’impulsion 14-ns de 50 MHz (Figure 82b) (bande passante définie a -10 dB du
spectre fréquentielle). Cela exige de nouvelles contraintes expérimentales surtout en ce qui
concerne la bande passante de 1’applicateur contenant le milieu biologique. L’ applicateur doit
étre adapté sur une large bande passante fréquentielle comparable a celle de 1’impulsion
délivrée par le générateur pour la transmettre fidélement sans pertes du contenu spectrale et

déformation de la forme temporelle.
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Figure 82 Allures temporelles et spectres fréquentiels des trois impulsions FID utilisées dans notre
travail pour étudier le comportement fréquentiel et temporel des différents applicateurs. Allure
temporelle de I’impulsion monopolaire de durée a mi-hauteur 14 ns et d’amplitude 4.5 kV (a) et son
spectre fréquentiel (b). Allure temporelle de I’impulsion monopolaire de durée a mi-hauteur 8 ns et
d’amplitude 4.6 kV (c) et son spectre fréquentiel (d). Allure temporelle de I’'impulsion monopolaire de
durée a mi-hauteur 3 ns et d’amplitude 3.1 kV (e) et son spectre fréquentiel (e).
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111.3.1.3.3. Réponse temporelle des cuvettes biologiques

La tension transmise au milieu biologique par les cuvettes modifiées de distances inter-
électrodes de 1 mm et 4 mm, a été obtenue a partir des tensions incidente et réfléchie mesurées
a I’entrée de chaque cuvette, pour les trois impulsions incidentes précédentes (Figure 82). La
réponse temporelle a été évaluée pour trois structures différentes : la cuvette de distance inter-
électrodes de 1 mm sans la charge 50 Q et la cuvette de de distance inter-électrodes de 4 mm

sans et avec la charge 50 Q en paralléle soudée aux plaques métalliques.

Les Figure 83 et Figure 84 montrent les allures temporelles des impulsions de tension

obtenues par mesure :
- L'impulsion incidente qui représente le signal délivré par le générateur.
- L'impulsion réfléchie a I'entrée de la cuvette.

- L'impulsion appliquée (ou transmise) au milieu biologique placé dans la cuvette. Elle

représente la somme de I'impulsion incidente et I’impulsion réfléchie a I'entrée de la cuvette.

Les amplitudes maximales des tensions incidentes et transmises a 1’entrée de chaque structure,
et les rapports tension transmise/tension incidente sont aussi présentés dans le Tableau Il1-1

pour les trois types d’impulsions électriques.

Pour la cuvette 1-mm sans une charge 50 Q ayant une bande passante a -10 dB de 260
MHz, des niveaux de réflexion acceptables sont observées Figure 83. Le rapport de tension
entre les impulsions incidente et transmise est d'environ 0.8 dans le cas des impulsions 3-ns et
8-ns, et 0.9 dans le cas de I’impulsion 14-ns (Tableau Il1-1). Cette faible atténuation en
amplitude de 20 % obtenue pour les impulsions 3-ns et 8-ns est due a la dégradation du contenu
spectrale des fronts de montée et de descente de ces impulsions de durée 1 ns situé a des

fréquences supérieures a la bande passante de la cuvette 1-mm.

Pour la cuvette 4-mm sans la charge 50 Q ayant une bande passante de 270 MHz, la
Figure 84 montre que ’amplitude de la tension transmise est supérieure a 1’amplitude de la
tension incidente pour les trois types d’impulsions. Ceci est dli au signe positif de I’impulsion
réfléchie par la cuvette qui vient s’ajouter a I’impulsion incidente positive. Ce résultat peut étre
justifié par la haute impédance de la cuvette 4-mm sans la charge 50 Q étudiée précédemment
(Figure 77). Des rapports tension transmise/tension incidente de 1.3, 1.2 et 1.2 ont été obtenus,

respectivement, pour les impulsions incidentes 3-ns, 8-ns et 14-ns de tensions maximales 3.1
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kV, 4.6 kV et 4.5 kV (Tableau I11-1). On a donc un gain en tension de 30 % dans le cas de
I’impulsion 3-ns, et de 20 % dans le cas des impulsions 8-ns et 14-ns.

Pour la cuvette 4-mm avec la charge 50 Q en paralléle, qui est mieux adaptée en
impédance que la configuration précédente et qui posséde une bande passante plus large allant
jusqu’a 360 MHz, I’impulsion réfléchie est plus faible et plutdt de signe négatif (impédance
équivalente 1égérement inférieure a 50 Q (Figure 80)). L’amplitude de la tension transmise est
donc légérement inférieure a celle de la tension incidente. Le rapport de la tension transmise
sur la tension incidente est d’environ 0.95 pour les trois impulsions incidentes 3-ns, 8-ns et 14-
ns (Tableau I11-1). Dans I’objectif de transmettre le maximum d’amplitude de tension au milieu
biologique, la cuvette 4-mm sans la charge 50 Q en paralléle peut étre préférée par rapport a la
cuvette 4-mm avec la charge pour I’exposition des milieux biologiques aux impulsions
électriques. En revanche, dans ce dernier cas la réflexion est plus forte mais acceptable, pour
cela il faut veiller a protéger le générateur. En ce qui concerne la forme et la durée des
impulsions, pas de distorsions remarquables observées pour les trois différentes configurations
de la cuvette biologique. Un bon niveau de cohérence a été obtenu entre les impulsions

incidentes et transmises dans les trois cas (Figure 82 et Figure 83).

Tableau I11-1 Amplitudes maximales des tensions incidentes et transmises mesurées a 1’aide du tap-
off a ’entrée des trois structures différentes contenant le milieu biologique: la cuvette de distance inter-
électrodes de 1 mm sans la charge 50 Q et la cuvette de de distance inter-électrodes de 4 mm sans et
avec la charge 50 Q. Résultats pour les trois impulsions incidentes de durées 14 ns, 8 ns et 3 ns.

Impulsion 14-ns Impulsion 8-ns Impulsion 3-ns
Vine | Virans Virans Vine | Virans Virans Vine | Virans Virans
Vinc Vinc Vinc

Cuvette 1-mm | 4.5 4 0.9 4.6 3.9 0.84 3.1 2.5 0.8
sans 50 Q
Cuvette 4-mm | 4.5 54 1.2 4.6 55 1.2 3.1 4 1.3
sans 50 Q
Cuvette 4-mm | 4.5 4.3 0.95 4.6 4.4 0.95 3.1 3 0.96
avec 50

- Vine : Tension incidente en kV

- Virans - Tension transmise en kV
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Pour résumer, en se basant sur 1’é¢tude du comportement temporel des trois
configurations précédentes des cuvettes biologiques, les deux configurations choisies pour
I’exposition du milieu biologique aux impulsions nSPEFs sont les deux cuvettes de distances
inter-électrodes de 1 mm et de 4 mm sans la charge 50 Q. Ces deux configurations seront
caractérisees dans la suite en termes de champ électrique transmis au milieu biologique contenu

dans chaque cuvette.
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Figure 83 Allures temporelles des impulsions électriques incidentes, réfléchies et transmises a I’entrée
de la cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm contenant 1’échantillon biologique. Résultats pour
I’impulsion incidente 14-ns (a), 8-ns (b) et 3 ns (c).
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Figure 84 Allures temporelles des impulsions électriques incidentes, réfléchies et transmises a I’entrée
de la cuvette de distance inter-électrodes de 4 mm contenant 1’échantillon biologique. Résultats pour
I’impulsion incidente 14 ns, pour la cuvette sans la charge 50 Q (a) et avec la charge 50 Q (b). Résultats
pour I’impulsion incidente 8 ns, pour la cuvette sans la charge 50 Q (c) et avec la charge 50 Q (d).
Résultats pour I’impulsion incidente 3 ns, pour la cuvette sans la charge 50 Q (e) et avec la charge 50 Q

(f).
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111.3.1.4 Caractérisation numerique

Pour avoir les performances électromagnétiques des cuvettes biologiques modifiées
comme applicateurs d’impulsions électriques, et compléter les mesures expérimentales, les

cuvettes ont été modélisées en 3D et simulé a 1’aide du logiciel CST.

111.3.1.4.1. Modélisation numerique des cuvettes biologiques modifiées

Les structures des deux cuvettes biologiques modifiées contenant le milieu biologique
ont été modélisées de la maniere la plus réaliste possible. Le milieu biologique a été modélisé
comme étant un milieu homogeéne. Ses propriétés diélectriques sont celles du milieu de culture
HBSS par comparaison aux expérimentations a savoir : une permittivité diélectrique de 78, une
conductivité électrique de 1.5 S/m et une densité volumique de 1050 kg/m?. Ces propriétés sont
considérées constantes sur la bande de fréquence des impulsions électriques appliquées de

quelques centaines de MHz.

Les cuvettes ont été modélisées avec les dimensions présentées Figure 85. Les
électrodes des cuvettes, les deux plaques de support et les parties métalliques du connecteur
BNC ont été considérées des conducteurs parfaits. Les parties diélectriques ont été modélisées
avec les propriétés diélectriques indiquées dans le Tableau I11-2. La permittivité diélectrique du
silicone remplissant les cuvettes a été fixée a 4. Le plexiglas des cuvettes et le téflon (PTFE) du
connecteur ont une constante diélectrique de 3.6 et 2.1, respectivement. Les signaux
d’excitations ont été délivrés au plan d’entrée du connecteur par un port guide d’onde comme
étant une source d’alimentation ayant une impédance caractéristique de 50 Q. Le maillage est
généré d’une fagcon automatique par le logiciel en se basant sur la plage fréquentielle considérée
dans la simulation. Cependant, puisque les volumes du milieu biologique placés dans les
cuvettes sont faibles par rapport aux dimensions des autres parties de la structure, le milieu
biologique a été maillé uniformément dans toutes les directions avec un maillage tres fin

hexaédrique de pas 50 pm.
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Figure 85 Cuvettes biologiques modélisées et simulées. La cuvette de distance inter-électrodes de 1
mm (a) et la cuvette de distance inter-électrodes 4 mm (b).

Tableau I11-2 Propriétés des parties diélectriques des structures modélisées des cuvettes biologiques.

Propriétés diélectriques

Diélectrique Conductivité Permittivité
électrique (S/m)  diélectrique
Milieu biologique 1.5 78
Silicone 0 4
Plexiglas 0 3.6
Téflon (PTFE) 0 2.1

111.3.1.4.2. Validation des modeles numériques des cuvettes biologiques modifiées

Pour valider les structures numériques des cuvettes, une caracteérisation numérique dans
le domaine fréquentiel en termes de parametre S11 des deux modeles a été effectuée et comparée
aux résultats obtenues par les mesures. Cela nous permet de considérer les résultats numériques
de la caractérisation temporelle ultérieure comme une vraie prévision du comportement de ces

applicateurs et non seulement une approche intuitive.
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Figure 86 Module du coefficient de réflexion S;1 obtenus par mesure et simulation pour la cuvette de
gap inter-électrodes de 1-mm (a) et 4-mm (b).

Coefficient de réflexion numérique

Les deux structures modélisées ont été simulées et les modules du parametre S1; ont été
extraits jusqu’a 500 MHz. La Figure 86 montre les coefficients de réflexion S11 obtenues par
simulation et par mesure a 1’entrée du connecteur pour les deux cuvettes biologiques de gap 1
mm et 4 mm. Ces derniéres ont été remplies, respectivement, de 13 ul et 64 pl de la solution
HBSS. La comparaison des courbes de Si11 indique une bonne cohérence entre les mesures et
les simulations avec une différence des niveaux de S11 en basses fréquences. Cela est dd au fait
que dans les simulations numériques les structures sont modélisées d’une maniere parfaite, sans
prendre en compte les pertes aux basses fréquences dues aux couplages électriques (effet
capacitif). Les valeurs de la bande passante a -10 dB sont tres semblables en mesure et
simulation pour chaque cas : 260 MHz pour la cuvette 1-mm et 270 MHz pour la cuvette 4-
mm. L approche numérique de ces deux applicateurs est donc conforme avec leurs structures

réelles.

La conformité des modelés numériques avec les structures réelles des cuvettes
biologiques modifiées étant validée, différentes impulsions électriques ont été appliquées a ces

applicateurs pour tester leurs réponses dans le domaine temporel.
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111.3.1.4.3. Validation numérique de la réponse temporelle des cuvettes biologiques

L’objectif de cette partie est la validation numérique du comportement temporel des
cuvettes biologiques modifiées pour les différentes impulsions nanosecondes vues
précédemment ainsi que 1’évaluation des niveaux de champs électriques fournis aux milieux
biologiques exposés dans ces applicateurs. Cela permet d’évaluer la capacité de ces dispositifs

a transmettre des impulsions nanosecondes et a générer des champs électriques intenses.

Champs électriques appliqués au milieu biologique

Les cuvettes d’électroporation contenant le milieu biologique, ont été simulées
numériquement avec les trois impulsions électriques monopolaires de durées a mi-hauteur 3 ns,
8 ns et 14 ns, présentées Figure 82. L’allure temporelle du champ électrique numérique appliqué
au milieu biologique a été extraite des simulations et comparée a celles du champ incident

mesuré et du champ appliqué mesuré.

Le champ électrique incident mesuré E;y, mesure €t le champ électrique appliqué mesuré

Eapp mesure, ONt €t€ calculés a partir de 1’équation suivante :

E = g équation 111-8

Ou V désigne soit la tension de I’impulsion électrique incidente Vi,,c mesure» soit I’amplitude de
tension de I’impulsion électrique appliquée (nommée aussi précédemment impulsion transmise)
Vapp mesure Mesurées par le tap-off a I’entrée de la cuvette et d la distance entre ces électrodes
(Figure 87).

Cuvette biologique

Vinc

Figure 87 Tensions incidente (Vinc) et appliquée (Vapp) au milieu biologique contenu dans la cuvette
d’électroporation.
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Représentations temporelles des champs électriques appliqués

La Figure 88 présente 1’allure temporelle du champ électrique incident mesuré a I’entrée
des deux cuvettes (Einc mesure), SUPErPOsé avec le champ appliqué au milieu biologique obtenu
par mesure (Eapp_mesure) et par simulation (Eapp_simulation)- Einc_mesure et Eapp_mesure ont été
calculé a partir de I’équation 111-8. Eqpy, simuiation @ €€ €Xtrait des simulation en un point au

centre de la solution biologique.

E 4pp mesure €U E app_simulation L@ COMparaison des résultats montre un trés bon niveau

de cohérence entre le champ appliqué mesuré et celui obtenu par simulation. Les formes
temporelles (Figure 88) et les niveaux des champs appliqués (Tableau I11-3) sont presque
confondus en mesure et en simulation dans les cas des deux cuvettes et pour les trois types

d’impulsions incidentes.

Einc mesure €t Eqpp Pour la cuvette de distance inter-électrodes de 4 mm, les résultats
montrent un bon accord entre les valeurs du champ incident et du champ appliqué avec un
rapport d’intensité d’environ 0.9, pour les trois différentes impulsions électriques. Pour des
champs incidents d’intensit¢ 1.12 MV/m, 1.15 MV/m et 0.87 MV/m (correspondant
respectivement aux impulsions 14-ns, 8-ns et 3-ns) des champs appliqués d’intensité 1.1 MV/m,
1.06 MV/m et 0.77 MV/m ont été obtenus, respectivement, dans le milieu biologique (Tableau
I11-3). Cette faible atténuation de 10 % peut étre due aux pertes diélectriques du milieu.

Pour la cuvette de distance inter-electrodes de 1 mm, ’amplitude du champ électrique
est conservee dans le cas de I’impulsions 14-ns (un rapport d’intensité de 0.9) tandis qu’elle est
un peu plus dégradée pour les impulsions incidentes 3-ns et 8-ns (un rapport d’intensité de 0.8).
Pour ces deux derniéres impulsions, des intensités de champ appliqué de 2.6 MV/m et 3.9
MV/m ont été obtenue pour des champs incidents de 3.1 MV/m et 4.6 MV/m. Alors gque pour
I’impulsion 14-ns un champ appliqué de 4 MV/m a été obtenu pour une intensité incidente de
4.5 MV/m (Tableau I11-3). Cela est justifié par la désadaptation de la cuvette 1-mm aux hautes
fréquences. En effet, les impulsions 3-ns et 8-ns de courte durée possede un large spectre
fréquentielle (Figure 82). Et puisque la cuvette 1-mm posséde une bande passante plus faible
de 260 MHz, le contenu spectral de ces impulsions situé au-dela de cette fréquence a été

dégrade.

En ce qui concerne la forme temporelle des champs appliquées, des faibles deformations
ont été observées dans le cas des deux impulsions 3-ns et 8-ns pour les cuvettes 1-mm et 4-mm

(Figure 88). Cela est di a la courte durée de 1 ns des fronts de montée et de descente de ces
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impulsions dont le contenu spectral correspondant se situe aux hautes frequences ou les cuvettes

ne sont pas bien adaptées. Dans le cas de I’impulsion 14-ns ayant des fronts de montée et de

descente plus large (5.5 ns), le champ appliqué et le champ incident posseédent presque la méme

forme temporelle pour les deux cuvettes biologiques.

Tableau I11-3 Amplitudes maximales des champs incidents et appliqués au milieu biologique obtenues
par mesure et simulation pour les deux cuvettes de distances inter-électrodes de 1 mm et 4 mm. Résultats
pour les trois impulsions incidentes de durées 14 ns, 8 ns et 3 ns.

Impulsion 14-ns

Impulsion 8-ns

Impulsion 3-ns

Einc_mes Eapp_mes Eapp_sim Einc_mes Eapp_mes Eapp_sim Einc_mes Eapp_mes Eapp_sim
Cuvette | 45 4 4 4.6 3.9 4 3.1 2.6 2.7
1-mm
Cuvette | 1.12 1.07 11 1.15 1.06 1 0.87 0.77 0.77
4-mm

- Einc mesure - Champ électrique incident obtenu par mesure, exprime en MV/m

- E 4pp_mesure - Champ électrique appliqué obtenu par mesure, exprime en MV/m

- E app_simutation - Champ électrique appliqué obtenu par simulation, exprimé en MV/m
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Figure 88 Allures temporelles des champs électriques appliqués dans un échantillon biologique exposé
dans les deux cuvettes biologique. Résultats pour I’impulsion incidente 14 ns, pour la cuvette de distance
inter-électrodes de 1 mm (a) et 4 mm (b). Résultats pour I’impulsion incidente 8 ns, pour la cuvette de
distance inter-électrodes de 1 mm (c) et 4 mm (d). Résultats pour I’impulsion incidente 3 ns, pour la
cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm (e) et 4 mm (f).
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Représentations fréquentielles des champs électriques appliqués

Pour une visualisation plus compléte, les spectres fréquentiels des impulsions
appliquées ont été tracés et comparées a ceux des impulsions incidentes. Les courbes sont

présentées Figure 89.

E spp mesure €t Eqpp_simutation L@ COMparaison du spectre du champ appliqué mesure
a celui du champ appliqué simulé, montre une trés bonne cohérence entre mesure et simulation.

Les deux spectres sont presque confondus quelques soit I’impulsion incidente.

Einc mesure €t Eqpp  Comme nous observons, les spectres fréquentiels du champ
appliqué et du champ incident sont presque confondus dans le cas de I’impulsion 14-ns pour
les cuvettes 1-mm (Figure 89a) et 4-mm (Figure 89b). Cela confirme la conservation du contenu
spectral de cette impulsion par les deux cuvettes en raison de sa largeur inférieure a la bande
passante des cuvettes. Tandis que pour les impulsions 3-ns et 8-ns, un manque du contenu
spectral du champ appliqué a été observé par rapport a celui du champ incident aux hautes
fréquences. Cela justifie la déformation des fronts de montée des champs appliqués vue dans le
domaine temporel. Ainsi qu’une faible déformation (ondulation) aux basses fréquences. Cela
est d0 a la déformation temporelle du palier des impulsions, dont le contenu spectral se situe
aux basses fréquences, suite a la dégradation du front de montée.
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Figure 89 Spectres fréquentiels des champs électriques appliqués dans un échantillon biologique
exposé dans les deux cuvettes biologique. Résultats pour I’impulsion incidente 14 ns, pour la cuvette de
distance inter-électrodes de 1 mm (a) et 4 mm (b). Résultats pour I’impulsion incidente 8 ns, pour la
cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm (c) et 4 mm (d). Résultats pour I’impulsion incidente 3 ns,
pour la cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm (e) et 4 mm (f).
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Distribution spatiale du champ électrique appliquée

Pour observer la distribution globale du champ électrique entre les deux électrodes de
chaque cuvette, la cartographie spatiale du champ a été aussi évaluée pour les impulsions 3-ns,
8-ns et 14-ns. Les resultats présentés Figure 90 correspondent a la distribution spatiale du
champ dans le milieu biologique exposé a I’impulsion 14-ns. Nous avons choisi de présenter
cette impulsion exactement puisqu’elle a déja été utilisée par les biologistes de notre équipe
pour exposer leurs échantillons biologiques. Les résultats sont extrapolables pour les autres
impulsions. Le champ a été extrait a I’instant t = 25 ns ou I’amplitude de I’impulsion 14-ns est
maximale. Une trés bonne homogeénéité est observée dans tout le milieu biologique situé entre
les électrodes et les niveaux de champs obtenus sont trés intenses et correspondent aux valeurs
vues précédemment (Tableau I11-3). Le milieu biologique est exposé a une intensité maximale

de 1.1 MV/m et 4 MV/m dans les cuvettes 1-mm et 4-mm, respectivement.
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Figure 90 Distribution spatiale du champ électrique appliqué dans un échantillon biologique exposé
dans les deux cuvettes biologique. Résultats pour I’impulsion incidente 14 ns, pour la cuvette de distance
inter-électrodes de 1 mm (a) et 4 mm (b). Les résultats correspondent a I’instant t = 25 ns ou I’amplitude
du champ appliqué est maximale.

111.3.1.5 Expérimentations biologiques

Pour évaluer D’efficacité des deux cuvettes d’électroporation dans 1’exposition des
échantillons biologiques aux impulsions électriques nanosecondes, plusieurs expérimentations

biologiques utilisant ces dispositifs ont été effectuées au sein du laboratoire Xlim de
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I’Université de Limoges, par les biologistes de 1’équipe pluridisciplinaire de recherche
BioEPIX.

111.3.1.5.1. La cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm

La cuvette d’électroporation de distance inter-électrodes de 1 mm a été utilisée avec
I’impulsion monopolaire de durée a mi-hauteur de 14 ns et d’amplitude 4.5 kV (Figure 82a)

pour exposer des cellules cancéreuses.

Cinq types de lignees cellulaires cancéreuses ont été utilisées dans cette étude : MCF7
(86012803, Sigma), US7MG (89081402, Sigma), GL261 (Don du Dr Y. Charnay, Genéve),
Jurkat (88042803, Sigma) et HT29 (91072201, Sigma) dérivant respectivement d’un cancer du
sein humain, glioblastome humain, glioblastome murin, lymphome T humain et cancer du cdlon
humain. Chaque expérience a été répétee trois fois indépendamment dans les mémes conditions.
Apreés exposition, les solutions cellulaires sont transférées dans des tubes pour une lecture au
cytometre en flux miniaturisé (Muse Cell Analyzer, Millipore) afin d’analyser le potentiel
mitochondrial et la viabilité des cellules a 1’aide d’un marqueur de polarisation mitochondriale
(Tétra Méthyl Rhodamine Ethyl Ester, séquestré par les mitochondries actives, FP-41391A,
FluoProbes) et d’un indicateur de perméabilité membranaire (7-AminoActinomycine D,
intercalant nucléaire d’ADN, A9400-1MG), respectivement. En parallele, ces cellules sont
également observées immédiatement en microscopie inversée (AE 2000, Motic) pour évaluer
les changements morphologiques (taille, diametre, ...) potentiellement causés par le traitement
aux nsPEFs. D’autre part, un éventuel effet thermique engendré par les nsPEFs a été vérifié par
une mesure de température, en temps réel, a I’aide d’une sonde fluoroptique (Luxtron One,
Lumasense Technologies, CA, USA) au cours de I’application du champ électrique sur les

cellules.

Exposition des lignées cellulaires et résultats

Une solution cellulaire de 100 pl choisie par convention a concentration 1.2 x 10°
cellules/ml, de chaque lignée de cellules cancéreuses précedentes, est exposée a I’impulsion 14
ns dans la cuvette d’électroporation de distance inter-electrodes de 1 mm. Le champ électrique
généré entre les deux électrodes, révélé par les caractérisations électromagnétiques a une
intensité de 4 MV/m. Un groupe contréle (non exposé) de cellules a concentration identique est

étudié dans les mémes conditions sans exposition aux nsPEFs.
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Ce systeme a démontré son efficacité et sa reproductibilité en provoquant la mort
immédiate d’une partie de la population cellulaire suite a I’action de 1’impulsion 14 ns.
Cependant, seulement 13 ul des cellules (soit 13%) étaient affectées par le champ appliqué
entre les deux électrodes (équivalent au volume physiquement disponible entre les électrodes :
8 x 1.65 x 1 mm). De ce fait, I’alternative choisie pour augmenter le nombre de cellules
exposées est de diminuer le volume de la suspension cellulaire & 55 pl tout en conservant un

méme nombre de cellules.

En plus, I’action similaire des nSPEFs observée sur les 5 lignées est la preuve de leur
capacité a étre un traitement générique pour de nombreux types de cancer et a la grande
adaptabilité a une thérapie personnalisée en fonction de la sensibilité du sous-type cancéreux

de chaque patient.

111.3.1.6 Conclusion

Dans cette partie, une caractérisation électromagnétique de deux cuvettes biologiques
modifiées de distances inter-électrodes de 1-mm et 4-mm a été effectuée. Les cuvettes ont été
modifiées pour permettre la visualisation microscopique en temps réel du milieu biologique
exposeé, en les remplissant par des quantités données du silicone. La caractérisation effectuee
dans le domaine fréquentiel a montré que cette modification a élargi la bande passante des
cuvettes. Les cuvettes modifiées de distance inter-électrodes de 1 mm et de 4 mm ont montré
leur adaptation jusqu’a, respectivement, 260 MHz et 270 MHz.

En plus, une caractérisation expérimentale et numérique des dispositifs a été réalisée
dans le domaine temporel pour évaluer la capacité de ces dispositifs a transmettre des nsPEFs.
Trois impulsions monopolaires de durée 3 ns, 8 ns et 14 ns ont été delivrées a chacune des deux
cuvettes. Un bon niveau de cohérence entre les résultats simulés et la tension mesurée ont été
obtenus. Les résultats ont montré que les cuvettes modifiées sont bien adaptées pour délivrer
des impulsions de durée 3 ns, sachant qu’une cuvette biologique standard avait montré dans les
études effectuees précédemment sa limitation pour des impulsions de durée de 1’ordre de 3 ns.
L’évaluation de la distribution du champ électrique dans le milieu exposé, a montré que la
cuvette permet une exposition homogene du milieu avec des intensités élevees. Pour une tension
incidente de 4.5 kV, les cuvettes 1-mm et 4-mm sont capables de fournir, respectivement, des
champs d’intensités 4 MV/m et 1.07 MV/m.
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Les expérimentations biologiques ont démontré 1’efficacité et la reproductibilité de ce
systeme en provoquant la mort immédiate d’une partie de la population cellulaire suite a I’action

de ’impulsion 14 ns.
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111.3.2. Le systeme a deux électrodes

Dans cette partie nous proposons un autre applicateur spécifique pour 1’exposition des
milieux biologiques aux nsPEFs. C’est un systéme a deux électrodes qui possede un avantage
supplémentaire par rapport a la cuvette biologique, c’est qu’il permet I’exposition in vivo des

tumeurs cancéreuses et non seulement des suspensions cellulaires.

La geométrie et les dimensions du systeme a deux électrodes proposée pour I’exposition
d’un échantillon biologique aux impulsions ¢€lectriques de durée nanosecondes sont présentées
sur la Figure 91. 1l est composé de deux électrodes métalliques en acier reliées a I’ame centrale
et au conducteur externe d’un connecteur BNC (Amphenol RF, USA). Les électrodes ont été
congues avec des aiguilles médicales 18G, de diametre extérieur de 1.27 mm. Elles ont été
leégérement pliées et aplaties au bout pour faciliter leur positionnement dans 1’échantillon
biologique. La distance qui les sépare est de 1.2 mm. Le canal d'exposition forme entre les deux
électrodes a une longueur de 3 mm, une hauteur de 0.5 mm et une largeur de 1.2 mm. Pour
assurer une bonne isolation électrique entre les électrodes et une stabilité mécanique du
systeme, la partie extérieure des électrodes a été couverte avec une gaine isolante
thermorétractable ayant une épaisseur de 0.6 mm. Cela fixe alors la distance entre les deux
¢lectrodes, placées I’une adjacente a I’autre, a 1.2 mm. Ce dispositif d’exposition a été ensuite

plongé dans le milieu de culture typique des cellules biologiques le « HBSS ».

Connecteur BNC

Caoutchouc
(Isolation)

Figure 91 Photographie d’un systeme a deux électrodes.
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111.3.2.1 Impédance théorique du systeme a deux électrodes

Une premiere approximation de l'impédance équivalente des deux electrodes
plongeantes dans le milieu biologique peut étre donnée par 1’équation I11-4.

La surface de chaque électrode en contact avec le milieu biologique est S = 3 mm X
0.5 mm = 1.5 mm?2. Pour ces valeurs de surface de contact électrode-milieu biologique S, de
distance inter-électrodes d = 1.2 mm et de conductivité électrique du milieu ¢ = 1.5 S/m,
I’'impédance équivalente théorique calculée est Z = 533 Q). L’ensemble électrodes-milieu

biologique possede alors une haute impédance comparée a I’'impédance caractéristique 50 Q.

Pour assurer I’adaptation d’impédance avec les lignes de transmissions et le générateur
d’impulsion dont I’'impédance interne est de 50 Q, une résistance 50 Q (RR5025, Vishay, PA,
USA) a été placée en parallele avec les deux électrodes comme montre la Figure 91.
L’impédance équivalente globale du systéme électrodes-milieu biologique-résistance devient

alors environ 47 Q bien adaptée au générateur.

111.3.2.2 Caractérisation électromagnétique du systeme a deux électrodes

La caracteérisation électromagnétique du systéme a deux électrodes a été effectuée avec
une modélisation numeérique et des mesures expérimentales dans les domaines fréquentiel et
temporel. Trois parametres significatifs ont été évalués: le coefficient de réflexion Sii,
I’impédance équivalente du systéme et la distribution du champ électrique dans le milieu

biologique exposé aux impulsions électriques.

111.3.2.2.1. Modélisation numérique du systeme a électrodes

La structure du systeme a électrodes modélisée est illustrée Figure 92. Elle est constituée
du connecteur BNC et des deux électrodes couvertes par le diélectrique placées dans une boite
en plastique contenant le milieu biologique. Tous les matériaux diélectriques ont été pris en
compte dans les simulations par leurs propriétés électromagnétiques macroscopiques, a savoir
la permittivité relative et la conductivité électrique. Les permittivités relatives et les
conductivités électriques du milieu biologique et de la partie diélectrique du connecteur BNC
constituée du téflon sont données dans le Tableau I11-2. Les permittivités du caoutchouc et de
la boite en plastique sont fixées, respectivement, a des valeurs de 3 et 2.5. Les parties
métalliques des électrodes ainsi que les anneaux interne et externe du connecteur BNC ont été
considérés comme des conducteurs électriques parfaits. L'alimentation électromagnétique est

placée a I'entrée du dispositif d’exposition (a I’entrée du connecteur BNC) comme une source
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Port d’entrée

Connecteur BNC
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thermorétractable '

~

Résistance 50 Q

Solution - Electrodes

biologique

Figure 92 Systéme a deux électrodes modélisé et simulé.

localisée 50 Q. Une résistance 50 Q est également placée entre les deux électrodes. Pour
optimiser le temps de calcul, le systeme a été maillé avec un maillage spatial non uniforme. Les
pas de maillage varient de 50 x 50 x 50 um3 pour le canal d'exposition entre les électrodes a

200 x 200 x 200 pm3 pour les autres parties de la structure.
111.3.2.2.2. Caractérisation dans le domaine fréquentiel

Coefficient de réflexion

Le coefficient de réflexion Si1 a été mesuré avec un analyseur de réseau vectoriel (VNA
8753E, Agilent, USA) au niveau du connecteur BNC pour les deux configurations suivantes :
- Les deux électrodes dans 1’air (c’est-a-dire sans le milieu biologique).

- Les deux électrodes placées dans une boite en plastique contenant le milieu de culture
typique des cellules biologique « HBSS ».

Cela permet d’étudier I’influence de la présence du milieu biologique sur la bande passante du

systeme d’exposition.

La Figure 93 présente les modules du parametre S11 obtenus par mesures et simulations
pour les deux configurations précédentes. Comme nous observons, les résultats des simulations
sont en bon accord avec ceux des expérimentations. Dans le cas du systéme a électrodes sans
le milieu biologique, la bande passante du systéme est supérieure a 500 MHz. La différence des
niveaux de Si1 observée aux basses fréquences est due aux légeres différences entre la structure
modélisée et la structure réelle du systéme a deux électrodes. La structure étant modélisée d’une

manicre parfaite, elle a souvent des niveaux plus adaptée en simulation qu’en mesure. Lorsque
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Figure 93 Modules du coefficient de réflexion Si1 obtenus par mesure et simulation pour le systeme a
deux électrodes sans et avec le milieu biologique.

les électrodes sont plongées dans le milieu biologique, le module de S11 devient inférieur a -10
dB jusqu’a 200 MHz lié a la charge des électrodes par le milieu biologique. Cette derniére
valeur de 200 MHz peut étre considérée comme une limite supérieure définissant la largeur de

la bande passante fréquentielle du systéeme d’exposition contenant le milieu biologique.

Impédance d'entrée mesuree

La Figure 94 présente le spectre fréquentiel d’impédance obtenu par mesure (Partie
réelle et imaginaire) des deux configurations suivantes : les deux électrodes placées dans 1’air
et dans le milieu biologique. Sans le milieu biologique, la partie réelle de 1’impédance, ayant
une valeur de 50 Q aux basses fréquences, ne présente aucune variation avec la fréquence
comme prévue (jusqu’a environ 200 MHz), et la partie imaginaire est nulle. Aux hautes
fréquences, I’'impédance varie due a la variation des propriétés électromagnétiques des
différents composants (la couche de caoutchouc...). Des résonances ont été observées due a la
géométrie de la structure et aux transitions connecteur-électrodes. Avec le milieu biologique la
partie imaginaire de I’impédance a une valeur négligeable pour des fréquences inférieures a 200
MHz. La partie réelle montre une faible déviation de 50 Q et peut étre néanmoins considérée
constante (environ 40 Q). Lorsque la fréquence augmente, la partie réelle de I'impédance dévie
progressivement vers des valeurs plus élevées, augmentant ainsi la désadaptation d'impédance

avec le géenérateur.
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Figure 94 Parties réelles et parties imaginaires de I’impédance obtenues par mesure pour le systeme a
deux électrodes sans et avec le milieu biologique.

111.3.2.2.3. Caractérisation dans le domaine temporel

La réponse temporelle du systeme a électrodes plongeant dans le milieu biologique a
été évaluée pour les trois impulsions électriques précédentes générées par les deux générateurs
« FID » (Figure 82). Le résultat est présenté Figure 95. La comparaison de I’impulsion incidente
et I’impulsion transmise montre un bon niveau de cohérence entre elles en amplitude et en durée
pour les trois types d’impulsions, I’impulsion réfléchie par le systéme a deux électrodes est tres
faible. Le rapport de tension entre les impulsions incidente et transmise est d'environ 0,9
(Tableau I11-4).

Tableau I11-4 Amplitudes maximales des tensions incidentes et transmises mesurées a I’aide du tap-
off a I’entrée du systéme a électrodes. Résultats pour les trois impulsions incidentes de durées 14 ns, 8
ns et 3 ns.

Vine Virans Virans/Vine
Impulsion 14-ns 4.5 4 0.89
Impulsion 8-ns 4.6 4 0.87
Impulsion 3-ns 3.1 2.8 0.9

- Vine : Tension incidente en kV

- Virans - Tension transmise en kV

En effet, le premier zéro du spectre de fréquences de I’impulsion incidente la plus courte

de durée a mi-hauteur 3 ns s'étend jusqu’a environ 260 MHz. Cependant, comme la densité
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spectrale de puissance de I'impulsion est concentrée a des fréquences dans la bande passante du
systeme a deux électrodes, I'impulsion incidente est conservée et transmise par cet applicateur
sans distorsion ou atténuation importantes. Nous pouvons en déduire que ce systeme a deux
électrodes est bien adapté aux impulsions courtes et ultracourtes de durée de I'ordre de quelques
nanosecondes.
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Figure 95 Allures temporelles des impulsions électriques incidentes, réfléchies et transmises a I’entrée
du systéme a deux électrodes plongeant dans le milieu biologique. Résultats pour I’impulsion incidente

14 ns (a), 8 ns (b) et 3 ns(c).
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111.3.2.2.4. Champ électrique appliqué dans la solution biologique

Allure temporelle du champ électrique

La Figure 96 montre I’allure temporelle du champ électrique appliqué au milieu
biologique, obtenu par simulation, superposée avec le champ incident a I’entrée du systéme a
électrodes et le champ appliqué, obtenus par mesure. Les champs électriques incident et
appliqué mesurés, ont été calculé a partir de 1’équation I11-8 pour une distance entre les
électrodes d = 1.2 mm. Les résultats sont présentés pour les trois différents types d’impulsions
(Figure 82).

Le résultat pour I’impulsion 14-ns est présenté Figure 96a. Le champ appliqué en mesure
et en simulation présente presque les mémes caractéristiques du champ incident. L’amplitude
du champ appliqué est légérement inférieure a celle du champ incident. Le rapport champ
appliqué/champ incident est de 0.95 (~ 3.6 MV/m appliqué par rapport a 3.7 MV/m incident)
(Tableau 111-5). Le champ appliqué posséde aussi la méme longueur que le champ incident
(durée a mi-hauteur de 14 ns) et la méme durée des fronts de montée et de descente (5.5 ns). Ce
systeme a électrodes est donc bien adapté a ce type d’impulsion nanosecondes. Le contenu

spectral de I’impulsion incidente est bien conservé (Figure 96b).

Pour I’impulsion 8-ns, le champ électrique appliqué (Figure 96¢) conserve la longueur
(durée a mi-hauteur de 8 ns) avec une faible dégradation des fronts de montée et de descente
(de durée de 1 ns) du champ incident. Ainsi que son intensité est Iégérement inférieure a celle
du champ incident. Le rapport champ appliqué/champ incident est de 0.8 (~ 3.4 MV/m appliqué
par rapport a 3.8 MV/m incident) (Tableau I11-5). Pour I’impulsion 3-ns ayant la méme durée
de 1 ns du front de montée de I’impulsion 8-ns, le rapport champ appliqué/champ incident est
aussi d’environ 0.8 (Tableau I11-5). Une intensité de champ appliqué de 2.5 MV/m a été obtenue
pour une intensité incidente de 2.9 MV/m (Figure 96e). Cette différence des rapports champ
appliqué/champ incident entre I’impulsion 14-ns et les impulsions 3-ns et 8-ns est attribuée aux
limites en fréquence du systéme a électrodes. En effet, plus ’impulsion est courte, plus son
spectre fréquentiel est large, et la désadaptation d’impédance du systéme augmente avec la
fréquence comme nous avons observeés dans la Figure 96. Les impulsions 3-ns et 8-ns étant plus
courte que I’impulsion 14-ns, il est donc normal que la dégradation en amplitude du champ
électrique soit plus importante que celle observée dans le cas de I’impulsion 14-ns, d0 a la

déformation de leur contenu spectral aux hautes fréquences (Figure 96d et Figure 96f).
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Tableau I11-5 Amplitudes maximales des champs incidents et appliqués au milieu biologique par le
systéme a électrodes. Résultats pour les trois impulsions incidentes de durées 14 ns, 8 ns et 3 ns.

E inc_mesure

E app_mesure

Eapp_simulation

Impulsion 14-ns 3.7 3.6 3.7
Impulsion 8-ns 3.8 3.4 3
Impulsion 3-ns 2.9 2.5 2
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- Einc mesure - Champ électrique incident obtenu par mesure, exprimé en MV/m

- E 4pp_mesure - Champ €lectrique appliqué obtenu par mesure, exprimé en MV/m

- E app_simutation - Champ électrique appliqué obtenu par simulation, exprimé en MV/m
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Figure 96 Caractérisation des champs électriques appliqués dans un échantillon biologique exposé a
I’aide du systéme a deux é€lectrodes. Résultats pour I’impulsion incidente 14 ns, dans le domaine
temporel (a) et le domaine fréquentiel (b). Résultats pour I’impulsion incidente 8 ns, dans le domaine
temporel (¢) et le domaine fréquentiel (d). Résultats pour I’impulsion incidente 3 ns, dans le domaine
temporel (e) et le domaine fréquentiel (f).
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Distribution spatiale du champ électrique

Pour une meilleure visualisation des niveaux de champ électrique dans la région globale
située entre les deux électrodes, la distribution spatiale du champ a été aussi évaluee. La Figure
97 montre la distribution du champ électrique dans la solution biologique exposée a I’impulsion
14 ns obtenue par simulation numérique. Cette répartition est extraite a I’instant t = 25 ns ou
I’amplitude de I’impulsion incidente est maximale de 4.6 kV. Comme nous observons, une
bonne homogénéité est obtenue dans la zone centrale autour de la mi-distance entre les deux
électrodes. Cette région est alors préferée lors de la conduite des expériences biologiques avec
cet applicateur. L’intensité du champ électrique dans cette région centrale est d’environ 3.6
MV/m. Cette valeur est compatible avec la tension maximale de 1’impulsion appliquée de 4.6
kV par 1.2 mm de distance inter-électrodes. Ces résultats sont extrapolables pour les deux autres

impulsions.
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Figure 97 Distribution spatiale du champ électrique appliqué dans un échantillon biologique exposé
avec le systéme a deux électrodes. Résultats pour I’impulsion incidente 14 ns, coupe longitudinale (a)
et coupe transversale (b). Les résultats correspondent a I’instant t = 25 ns ou 1’amplitude du champ
appliqué est maximale.

111.3.2.3 Expérimentations biologiques avec le systéme a deux électrodes

Le systeme a deux électrodes a été utilisé lors d’expositions de tumeurs humaines
greffées sur membrane chorioallantoidienne (CAM) d’ceufs de caille ex ovo a I’impulsion
monopolaire de durée a mi-hauteur de 14 ns et d’amplitude 4.5 kV (Figure 82a). Des ceufs de
caille de I’espéce Coturnix Japonica (caille du Japon), provenant d’élevages du territoire
francais, ont été utilisés.
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Figure 98 Exposition nsPEF avec le systéme a deux électrodes d’un embryon de caille ex ovo au jour
12 embryonnaire greffé avec des cellules tumorales humaines de glioblastome U87.

Le développement de lésions tumorales en 3 dimensions a été suivi pour sélectionner
les greffes présentant un aspect compatible avec les conditions d’exposition. La greffe doit avoir
produit une masse tumorale vascularisée, de taille inférieure @ 3 mm de grand axe pour étre
adaptée au design des électrodes. Les CAM porteuses de ces tumeurs sont placées sous le
systeme d’exposition décrit et un groupe de CAM contrbles (non exposees), aux greffes
tumorales comparables est placé a proximité du systéme d’exposition. Pour les CAM multi-
greffées, seule I'une des zones tumorales est exposée aux nsPEFs. Les électrodes sont
positionnées de part et d’autre de la tumeur puis une solution de PBS a 37°C est déposée au
contact des électrodes afin que 1’exposition aux nsPEFs soit faite en immersion (Figure 98).

Douze expériences ont été conduites en totalité. L’intensité du champ électrique
appliqué a la tumeur est d’environ 3.7 MV/m. Les résultats obtenus montrent un effet anti
tumoral in vivo, par des mécanismes variés, de I’exposition aux nsPEFs a 1’aide de ce systéme
a deux électrodes. Une altération de la vascularisation tumorale ainsi qu’une diminution du
volume tumoral ont été observés.

Ces travaux ont été acceptés pour la publication dans la revue « Scientific Reports »
[Paper#SREP34443].

111.3.2.4 Conclusion
Dans cette partie, nous avons présenté un applicateur basé sur deux électrodes spécifique
pour I’exposition in vivo des tissus et cellules biologiques, et en particulier des tumeurs

cancéreuses. Cet applicateur permet l'observation en temps réel sous 1’objectif du microscope
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du milieu exposé. La caracterisation effectuée dans le domaine fréquentiel a montre que le
systeme a deux électrodes possede une bande passante allant jusqu’a 200 MHz. L'étude de la
réponse temporelle pour des impulsions appliquées monopolaires de durée 3 ns, 8 ns et 14 ns,
montre l'adaptation de ce dispositif aux impulsions nanosecondes. Le petit gap entre les
électrodes permet I'exposition du milieu biologique a des champs électriques tres intenses de

I'ordre de 3.6 MV/m pour une tension incidente d’amplitude 4.5 kV.

Ce systéme a deux électrodes a été testé avec une tumeur humaine greffée sur un
embryon de caille. La réponse biologique a montré une altération de la vascularisation tumorale
ainsi qu’une diminution du volume tumoral. Ces travaux ont été acceptés pour la publication
dans la revue « Scientific Reports » [Paper#SREP34443].
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I11.4. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons proposé et caractérisé deux applicateurs nsPEFs a

électrodes en contact direct avec le milieu biologique exposé.

Le premier applicateur est basé sur une cuvette biologique spécifique pour I’exposition
des suspensions cellulaires. La cuvette a été modifiée en la remplissant par du silicone pour
permettre I’observation microscope en temps réel du milieu durant son exposition aux nsPEFs.
Deux cuvettes de distances inter-électrodes de 1 mm et 4 mm ont été utilisees. La caractérisation
fréquentielle des cuvettes a montré que cette modification a permis d’élargir leur bande passante
jusqu’a 260 MHz par comparaison a celle d’une cuvette biologique standard de 70 MHz. Le
deuxieme applicateur est un systéme a deux électrodes spécifiques pour 1’exposition in vivo des
tissus et cellules biologiques, et en particulier des tumeurs cancéreuses. Ce systeme posséde

une bande passante allant jusqu’a 200 MHz.

La capacité de ces applicateurs a transmettre des nsPEFs a été évaluée dans le domaine
temporel avec des impulsions haute tension de durées différentes (3 ns, 8 ns et 14 ns). Les
résultats ont montré 1’adaptation des cuvettes et du systéme a deux électrodes a ces impulsions
courtes ainsi que leur capacité a délivrer des champs intenses de I’ordre de quelques MV/m.
Pour une tension incidente d’amplitude 4.5 kV, les cuvettes 1-mm et 4-mm et le systeme a deux
¢lectrodes sont capables de fournir, respectivement, des champs d’intensités 4 MV/m, 1.07

MV/m et 3.6 MV/m.

Dans le chapitre suivant (chapitre 1V), nous allons proposer des applicateurs sans
contact électrodes/milieu biologique. Cela permettra de mettre en évidence la capacité de ces
applicateurs a transmettre des impulsions ultracourtes par rapport aux applicateurs avec contact

électrodes/milieu biologique, en raison de leurs bandes passantes plus larges.
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Chapitre IV :
Les applicateurs
d’impulsions sans
contact
electrodes/milieu
biologique
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Chapitre IV. Les applicateurs d’impulsions isolés

1V.1. Introduction

Dans cette partie, nous allons décrire et caractériser trois applicateurs isolés spécifiques
pour I’exposition des cellules biologiques aux impulsions nanosecondes ultra-courtes : une
cellule transverse électromagnétique contenant une cuvette en plastique remplie avec la solution
biologique, les cuvettes biologiques et le systtme a deux électrodes vus précédemment,

modifiés pour isoler les électrodes du milieu biologique.

Il s'agit de passer des systemes en conduction avec des électrodes en contact direct avec
le milieu biologique a des systemes isolés basé sur la propagation pour appliquer des impulsions
tres courtes. Dans ce cas, le comportement conducteur di a la conductivité électrique du milieu
biologique est négligeable puisque les électrodes sont isolées du milieu. L’impédance
équivalente du systeme ne dépend plus de la conductivité électrique et le comportement

diélectrique est majoritaire.

IV.2. Les applicateurs d’impulsions sans contact électrodes/milieu

biologique

IV.2.1. La cellule transverse électromagnétique

Pour isoler les électrodes du milieu biologique, nous avons proposé d’exposer le milieu
dans une cuvette en plastique placée dans une cellule transverse électromagnétique (TEM)

ouverte.

Les dimensions de la cellule TEM considérée dans notre travail comme applicateur
d’impulsions nanosecondes sont présentées Figure 99. La structure a une longueur de 164 mm,
une largeur de 50 mm et une hauteur de 15 mm. Les deux plaques externes sont en aluminium.
La plaque interne appelée septum est en cuivre. 1l a une largeur de 9 mm. Chaque plaque
métallique a une épaisseur de 1 mm. Les distances entre le septum et les plaques externes sont
égales a 7 mm et 5 mm, respectivement. La distance entre le septum et I’une des plaques a été
ajustée a 7 mm au lieu de 5 mm pour permettre 1’insertion de la cuvette contenant le milieu,
ayant une largeur de 6 mm. Les dimensions de la cellule TEM ont été congues pour avoir une

impédance d’entrée de 50 Q sur une large bande de fréquence.
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Figure 99 Photographie de la cellule TEM contenant la cuvette en plastique remplie de solution
biologique.

Afin de permettre I'échange entre le milieu exposé dans la cellule TEM et son
environnement (température, COy, ...), la cellule TEM n’a pas été enti¢rement fermée. Le milieu
biologique est exposé dans une cuvette en plastique de largeur 6 mm positionnée verticalement
au centre de la cellule entre la plaque inférieure et le septum espacés d’un gap de 7 mm. Une
deuxieme cuvette en plastique placée a I'envers sert comme support pour la cuvette contenant
le milieu biologique « HBSS ». Une charge 50 Q est connecté a la sortie de la cellule TEM pour
assurer 1’adaptation d’impédance. Pour éviter le claquage entre le septum et les plaques externes
lorsqu’un champ électrique intense est appliqué, un isolant a été¢ déposé entre les plaques au

niveau des deux connecteurs SMA.

1V.2.2. Modélisation numérique de la cellule TEM

La structure modélisée de la cellule TEM est présentee Figure 100. Elle comporte la
cellule TEM contenant les deux cuvettes en plastique de dimensions 6 x 12 x 20 mm chacune.
La cuvette supérieure contient 100 pl de « HBSS » comme en expérimentation. Les propriétés
électromagnétiques du milieu biologique et des matériaux qui constituent la structure sont celles
considérées précédemment (Tableau I11-2). La source d’alimentation et la charge 50 Q a la

sortie de la cellule TEM sont modélisées avec des ports guide d’onde ayant une impédance de
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Figure 100 Cellule TEM contenant la cuvette en plastique remplie par la solution biologique modélisée
et simulée.

50 Q. Un maillage hexaédrique uniforme de la structure entiére est généré d’une manicre
automatique par le logiciel. Pour plus de précision, le milieu biologique est maillé localement
avec un pas de 0.1 mm dans toutes les directions.

IV.2.3. Caractérisation fréquentielle de la cellule TEM

1V.2.3.1 Paramétres-S

Pour caractériser la bande passante de cet applicateur, les coefficients de réflexion Si1
et de transmission Sz: de la cellule TEM contenant la cuvette en plastique ont été évalués. Les
paramétres-S ont été obtenus par simulation et par mesure en connectant a la fois les deux ports
d’entrée et de sortie de la cellule TEM a I’analyseur de réseau vectoriel (VNA 8753E, Agilent,
USA) ayant une impédance d’entrée de 50 Q.

Les coefficients de réflexion Si1 et de transmission Sp1 obtenus par simulation et par
mesure sont illustrés Figure 101. Pour les deux parameétres, les résultats de simulation sont
conformes avec les mesures. Le module du Si: est inférieur & -10 dB et le module du S21 est
compris entre -1 dB et 0 dB jusqu’a 650 MHz en mesure et 750 MHz en simulation. Ce faible
écart peut étre expliqué par les différences entre la structure modélisée et celle fabriquée. Le
comportement inductif et capacitif de la ligne de transmission équivalente a la cellule TEM
devient significatif a des fréquences élevées, et la simulation ne modélise pas parfaitement la

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 190



P B |Sll| - mesure
a"‘ T
o P ot E— |S,.| - simulation
© -10 l, - 11
~ PUSTL T < ,, ",’
%) e SN e — |S,,| - mesure
[ 4 A /
(9] ’ ——— \ 147 . .
[0} K - Y - _
s 20/ .- ~y j,' |821| simulation
rg Il,/ ?-...-:
© L ' !
® ‘
o 30 ¥
¥
-40
0.2 0.4 0.6 0.8 1

Fréquence (GHz)

Figure 101 Modules du coefficient de réflexion Si: et de transmission Sy: obtenus par mesure et
simulation pour la cellule TEM contenant la cuvette en plastique remplie par la solution biologique.

structure réelle. En effet, certains éléments sont idéaux dans la modélisation comme par
exemple la charge 50 Q placée a la sortie de la cellule TEM, les connectiques... Cela confirme
cependant que cette cellule TEM contenant le milieu biologique n’induit pas des distorsions

spectrales du signal incident jusqu’a une fréquence de 650 MHz.

Normalement, une cellule TEM ayant ces dimensions possede une bande passante plus
large que celle obtenue (2 - 3 GHz) [183]. Cette diminution observée de la largeur de la bande
passante peut étre expliquée par a la présence du diélectrique utilisé pour isoler les plaques
métalliques au niveau des connecteurs SMA. La résonance observée a 500 MHz est provoquée
par les transitions a I’entrée et a la sortie de la cellule TEM, mais n’affecte pas la bande passante

du dispositif en raison de son atténuation.

1V.2.3.2 Impédance d'entrée mesureée

Pour étudier 1’adaptation de la cellule TEM, son impédance d’entrée a été calculée a
partir du parametre S11 mesuré a I’entrée de la cellule TEM. Les parties réelle et imaginaire de
I’'impédance sont présentées Figure 102. Comme nous pouvons observer, la partie réelle de
I’'impédance a une valeur autour de 50 Q jusqu’a environ 600 MHz, et la partie imaginaire est
négligeable. Aux dela de cette frequence, des résonnances ont été observées dues aux transitions
a I’entrée et a la sortie de la cellule TEM. Ce dispositif contenant le milieu biologique est donc

bien adapté en impédance a 50 Q sur une large bande fréquentielle d’environ 600 MHz.
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Figure 102 Parties réelle et imaginaire de I’impédance mesurée a I’entrée de la cellule TEM contenant
la cuvette en plastique remplie par la solution biologique.

IVV.2.4. Caractérisation temporelle de la cellule TEM

IV.2.4.1 Mesures expérimentales
Cette partie consiste a étudier la réponse temporelle de la cellule TEM équipée de la

cuvette en plastique rempli de 100 ul de HBSS lorsque des impulsions électriques courtes lui
sont délivrées.

La Figure 103 compare I’impulsion incidente en sortie du générateur, réfléchie par la
cellule TEM et transmise a la cellule TEM pour les trois impulsions monopolaires de durée 14-
ns, 8-ns et 3-ns. Nous observons que les signaux incident et appliqué présentent un trés bon
niveau de cohérence en durée et en amplitude. Le signal réfléchi est trés faible. Le rapport de
tension entre les impulsions incidente et transmise est d'environ 0.96 pour I’impulsion 3-ns
(Tableau I'\VV-1), montrant que ce dispositif est bien adapté pour I'étude des nsPEFs de I'ordre de

quelques nanosecondes.

Tableau V-1 Amplitudes maximales des tensions incidentes et transmises mesurées a 1’aide du tap-
off a I’entrée de la cellule TEM contenant la cuvette en plastique remplie par le milieu biologique.
Résultats pour les trois impulsions incidentes de durées 14 ns, 8 ns et 3 ns.

Vine Virans Virans/Vine
Impulsion 14-ns 4.5 4.45 0.98
Impulsion 8-ns 4.6 4.55 0.98
Impulsion 3-ns 3.1 3 0.96

- Vine : Tension incidente en kV

- Virans - Tension transmise en kV

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 192



La cellule transverse électromagnétique
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Figure 103 Allures temporelles des impulsions ¢lectriques incidentes, réfléchies et transmises a I’entrée
de la cellule TEM contenant la cuvette en plastique remplie par la solution biologique. Résultats pour
I’impulsion incidente 14 ns (a), 8 ns (b) et 3 ns (C).
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IV.2.4.2 Champ électrique appliqué dans la solution

Pour étudier le couplage électrique entre la cellule TEM et le milieu biologique exposé
dans la cuvette en plastique dans simulations numériques temporelles ont été effectuées. Les
champs appliqués ont été extraits d’un point situé au centre du milieu biologique et comparés
aux champs incidents pour les trois impulsions 14-ns, 8-ns et 3-ns. La cuvette contenant le
milieu biologique étant placée entre le septum et la plaque externe de la cellule TEM distante
de 7 mm (Figure 100), le champ incident correspondant a chaque impulsion est calculé a partir

de I’équation V-6 en divisant la tension incidente par 7 mm.
IV.2.4.2.1. Allure temporelle et spectre fréquentiel du champ appliqué

Allure temporelle

L’allure temporelle des champs incidents et des champs appliqués correspondants sont
présentés Figure 104. Les champs incidents et appliqués sont tracés avec deux échelles
d’intensité différentes pour mieux visualiser leurs formes et faciliter la comparaison.

Les résultats montrent que les champs incidents ont été significativement modifiés dans
le milieu biologique. Les champs incidents ayant une forme monopolaire ont été transformés
en champs bipolaires dans la solution biologique (Figure 104a, 104c et 104e).

En plus l'intensité des champs appliqués dans la solution est faible par rapport a
I’intensité des champs incidents. Dans le cas de I’impulsion 14-ns le rapport d’intensité entre le
champ appliqué et incident est d'environ 0.05 (Tableau I\VV-2). Un champ appliqué d’intensité
créte-a-créte 30 kV/m a été obtenu pour un champ incident d’intensité 640 k\V/m. Dans le cas
des impulsions 3-ns et 8-ns, le rapport d’intensité entre le champ appliqué et incident est
d'environ 0.1 (Tableau I\VV-2). Pour I’impulsion 8-ns, un champ appliqué d’intensité créte-a-
créte 60 kV/m a été obtenu pour un champ incident d’intensité 650 kV/m. Pour I’impulsion 3-
ns, un champ appliqué d’intensité créte-a-créte 50 kV/m a été obtenu pour un champ incident
d’intensité 440 kV/m.

Le rapport champ incident/champ appliqué est donc deux fois plus grand dans le cas des
impulsions 3-ns et 8-ns par comparaison au cas de ’impulsion 14-ns. Cela indique que plus
I’impulsion incidente a du contenu spectral situ¢ aux hautes fréquences, plus la cellule TEM est

capable de la transmettre au milieu biologique.

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 194



Tableau 1V-2 Amplitudes maximales des champs incidents et appliquées au milieu biologique
contenant dans la cuvette en plastique placée dans la cellule TEM. Résultats pour les trois impulsions
incidentes de durées 14 ns, 8 ns et 3 ns.

Einc Eopp Eapp/Einc
Impulsion 14-ns 640 30 0.05
Impulsion 8-ns 650 60 0.09
Impulsion 3-ns 440 50 0.11

- Einc : Champ électrique incident, exprimé en kV/m

- E 4pp - Champ électrique appliqué, exprimé en kv/m

Spectres fréquentiels

Les spectres fréquentiels des champs incident et appliqué, tracés Figure 104b, 104d et
104f, montrent que le contenu spectral des impulsions aux basses fréquences a été fortement
atténué par le milieu. Ceci explique cette déformation de 1’allure temporelle des champs et la

forte atténuation de leurs intensités.
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La cellule transverse électromagnétique
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Figure 104 Caractérisation des champs électriques appliqués dans un échantillon biologique exposé
dans la cuvette en plastique placée a I’intérieur de la cellule TEM. Résultats pour I’impulsion incidente
14 ns, dans le domaine temporel (a) et le domaine fréquentiel (b). Résultats pour I’impulsion incidente
8 ns, dans le domaine temporel (c) et le domaine fréquentiel (d). Résultats pour I’impulsion incidente 3
ns, dans le domaine temporel (e) et le domaine fréquentiel (f).
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1VV.2.4.2.2. Distribution spatio-temporelle du champ appliqué

Pour connaitre les niveaux du champ électrique auquel le volume de la solution est
exposeé suite a l'application d’une impulsion électrique, une étude de la distribution spatio-
temporelle du champ électrique a été effectuée. Les deux coupes transversale et longitudinale
(Figure 105) montrent que la distribution du champ électrique est homogéne dans la solution
dans tous les plans. Pour une tension maximale incidente de 4.5 kV a I’instant t = 25 ns de
I’impulsion monopolaire 14-ns (Figure 82a), le champ électrique fournit au milieu biologique
peut atteindre une intensité de I'ordre de 30 kV/m créte-a-créte. Ce résultat est conforme avec

la valeur du champ présentée précédemment dans le domaine temporel (Figure 104a).
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Figure 105 Distribution spatiale du champ électrique appliqué dans un échantillon biologique exposé
dans la cuvette en plastique placée a I’intérieur de la cellule TEM. Résultats pour I’impulsion incidente
14 ns, coupe longitudinale (a) et coupe transversale (b). Les résultats correspondent a I’instant t = 25 ns
ou I’amplitude du champ appliqué est maximale.

IVV.2.5. Expérimentations biologiques avec la cellule TEM contenant la

cuvette en plastique

La cellule TEM a été utilisée lors d’expositions des cellules cancéreuses a I’impulsion

de durée & mi-hauteur de 14 ns et d’amplitude 4.5 kV (Figure 82a). Les cing types de lignées
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cellulaires cancéreuses utilisées dans cette étude sont identiques a celles exposées dans la

cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm

La réponse cellulaire obtenue par les expériences menées avec cet applicateur sur 100
pl de suspension cellulaire consiste en une hyperpolarisation qui conduit les cellules a la mort.
Cette réponse n’était pas reproductible (22%) tout au long des expériences menées,
probablement liée a la réutilisation de la cuvette. En effet, la réintroduction d’une nouvelle
cuvette rétablissait I’effet d’hyperpolarisation suite a 1’application des nsPEFs sans qu’aucune
hypothése a ce jour n’ait permis d’expliquer ce phénomeéne. Nous rappelons que le champ
électrique appliqué aux cellules placées dans la cuvette entre les électrodes de la cellule TEM
est de I’ordre de 30 kVV/m, beaucoup moins élevé que celui dans la cuvette d’électroporation de
distance inter-électrodes de 1 mm (4 MV/m).

1VV.2.6. Conclusion

Un applicateur isolé spécifique pour I'exposition des cellules biologiques aux nsPEFs a
été présenté dans cette partie : la cellule transverse électromagnétique. Cet applicateur permet
I'exposition des cellules dans leur milieu de culture sans aucun contact avec les électrodes. Pour
déterminer les meilleures conditions d'exposition, une caractérisation électromagnétique de la
cellule TEM a été effectuée. La bande passante da la cellule TEM contenant une cuvette remplie
d'une solution biologique, correspondante a un coefficient de réflexion inférieur a -10 dB est de
I'ordre de 650 MHz.

Une caractérisation dans le domaine temporel a été également effectuée en utilisant des
impulsions de durées différentes. Les résultats ont montré que la cellule TEM est bien adaptée
aux impulsions ultracourtes ayant une durée de 3 ns et un temps de montée de 0.5 ns. Pour cette
impulsion de 3.1 kV d'amplitude, un champ électrique ayant une intensité de 50 kV/m a été
délivré au milieu biologique. L’évaluation de la distribution spatiale du champ électrique a

montré un bon niveau d’homogénéité dans la solution.

Les expérimentations biologiques effectuées avec cet applicateur sur différentes lignées

cellulaires ont montré une hyperpolarisation qui conduit les cellules a la mort.
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IV.2.7. La cuvette d’électroporation isolée

Habituellement, dans la cuvette d’¢électroporation, le milieu biologique est placé en
contact direct avec les électrodes. Dans cette configuration classique, I’exposition du milieu
biologique aux impulsions nanosecondes étant basée sur le phénoméne de conduction, la
cuvette n'est adaptée qu'aux impulsions longues ayant des spectres situés aux basses fréquences
ou le comportement conducteur du milieu biologique est majoritaire. Pour les impulsions
ultracourtes ayant de larges spectres (> 337 MHz), le comportement conducteur n’intervient
pas et ¢’est I’effet diélectrique qui domine. Pour étendre le spectre fréquentiel, nous avons pensé
a déposer une couche de silicone sur les surfaces des électrodes pour les isoler du milieu
biologique. Cela ajoute aussi ’avantage d’éviter les réactions électrochimiques qui peuvent se
produire entre le milieu biologique et les électrodes métalliques et qui influencent fortement

I’interprétation des effets biologiques induites.

IV.2.7.1 Caractérisation électromagnétique numérique de la cuvette isolée

La nouvelle configuration de la cuvette d’électroporation isolée a été modélisée et

caractérisée numériquement.

IV.2.7.1.1. Modélisation numérique des cuvettes isolées

La Figure 106 montre les structures modélisées des deux cuvettes biologiques isolées
de distances inter-électrodes de 1 mm et 4 mm. Les dimensions et la géométrie considérées sont
exactement celles des cuvettes a électrodes en contact direct avec le milieu biologique étudiées
précédemment (Figure 72), ainsi que les propriétés diélectriques du milieu biologique et des
matériaux modélisés. Les seules différences sont la couche de silicone qui couvre les électrodes
des cuvettes ainsi que la charge 50 Q placée en paralléle aux électrodes pour assurer 1’adaptation
d’impédance. Pour la cuvette de distance inter-électrodes de 1 mm une couche de silicone
d’épaisseur fine de 100 pm a été¢ déposée sur chaque électrodes, en raison de la faible distance
entre les deux électrodes (1 mm). Pour la cuvette de distance inter-électrodes de 4 mm, deux
differentes épaisseurs de silicone, de 100 pum et 500 um, ont eté considérees. Cela permet
d’évaluer I’influence de 1’épaisseur de la couche isolante sur le niveau du champ électrique
appliqué au milieu biologique. Les couches de silicone ont été maillées uniformément avec un
maillage tres fin de 20 um et les structures ont été simulées sur une bande de fréquence allant

jusqu’a 3 GHz.
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Figure 106 Cuvettes biologiques isolées modélisées et simulées. La cuvette de distance inter-électrodes
de 1 mm (a) et la cuvette de distance inter-électrodes 4 mm (b).

IVV.2.7.1.2. Caractérisation fréquentielle des cuvettes isolées

Coefficient de réflexion Si1

La Figure 107 présente les courbes des modules du S11 obtenus par simulation pour les
deux cuvettes isolées de gap 1 mm et 4 mm, superposés avec ceux des cuvettes a électrodes en
contact. En comparant les résultats, nous remarquons que pour les deux cuvettes isolées la
bande passante s’est élargie. Dans le cas de la cuvette 1-mm isolée, le module du Si1 est
inférieur a -10 dB jusqu’a 380 MHz (Figure 107a). La bande passante de la cuvette 1-mm en
contact étant de 260 MHz, I’isolation des électrodes du milieu biologique nous a permis de
gagner un rapport de 1.5 de plus en largeur de bande passante fréquentielle. Pour la cuvette 4-
mm isolée, un rapport de 2 de plus a été gagné en largeur de bande passante par comparaison a
la cuvette en contact. La bande passante s’est étendue de 270 MHz jusqu’a 540 MHz (Figure
107Db).

Donc comme prévu, 1’isolation des ¢électrodes a permis d’¢largir la bande passante des
cuvettes 1-mm et 4-mm, ce qui les rend plus adaptées aux impulsions ultra-courtes ayant un
large contenu spectral. Théoriquement, des spectres fréquentiels qui s’entend jusqu’a 380 MHz
et 540 MHz, correspondent respectivement & des impulsions ultra-courtes de durées 2.6 ns
et 1.8 ns.
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Figure 107 Module du coefficient de réflexion Si1 obtenus par simulation pour les cuvettes isolées de
gap inter-électrodes de 1-mm (a) et 4-mm (b).

IV.2.7.1.3. Caractérisation temporelle des cuvettes isolées

Champ électrique appliqué au milieu biologique

Pour évaluer I’influence de la présence de la couche de silicone sur les caractéristiques
du champ électrique transmis au milieu biologique, les cuvettes isolées de gap 1-mm et 4-mm
ont été simulées avec 1’impulsion monopolaire de durée a mi-hauteur 3 ns et d’amplitude 3.1
kV délivrée par le générateur « FID » (modele 20-1NJ10) (Figure 82¢). Cette impulsion a été
introduite dans le logiciel et le champ électrique appliqué a été extrait, sous forme d’allure
temporelle en un point de la solution biologique et de distribution spatio-temporelle a un instant
donné, pour les trois configurations isolées suivantes : la cuvette 1-mm avec une couche de

silicone de 100 pm et les cuvettes 4-mm avec des épaisseurs de silicone de 100 pum et 500 pum.

Allure temporelle et spectre fréquentiel du champ appliqué

L allure temporelle du champ appliqué au milieu biologique par les cuvettes isolées,
présentés Figure 108a, 108c et 108e, montrent que le champ appliqué ne possede pas la méme
forme que le champ incident. De méme que précédemment, le champ appliqué est bipolaire
tandis que le champ incident est monopolaire. Cela peut étre justifié par ’atténuation du
contenu spectral BF de 1I’impulsion incidente par le milieu biologique, comme indiquent les
spectres fréquentiels Figure 108b, 108d et 108f.
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En ce qui concerne ’amplitude du champ, nous remarquons une forte atténuation du
niveau de champ par rapport aux cuvettes a électrodes en contact direct avec le milieu (Figure
89e et 89f). Pour la cuvette 1-mm un rapport d’intensité du champ appliqué de 0.46 a été obtenu
entre la cuvette isolée et celle avec contact. Pour une tension incidente de 3.1 kV, un champ
d’intensité 1.2 MV/m créte-a-créte a été appliqué avec isolation et de 2.6 MV/m sans I’isolation
(Tableau I1V-3).

Pour la cuvette 4-mm isolée, des intensités de champ appliqué de 0.6 MV/m et 0.2
MV/m créte-a-créte ont été obtenues, pour des épaisseurs de la couche de silicone de 100 pum
et 500 um, respectivement (Tableau 1VV-3). L’augmentation de 1’épaisseur de la couche isolante
diminue alors le champ appliqué. Et par comparaison a la cuvette 4-mm sans la couche de
silicone (0.77 MV/m) on a un rapport d’intensité de champ appliqué de 0.7 et 0.3 environ pour
des épaisseurs du silicone de 100 um et 500 pum, respectivement. Ces niveaux de champs sont
considérés tres intéressants par comparaison a ceux obtenues dans le cas de la cellule TEM de
I’ordre de 0.05 MV/m.

Tableau 1V-3 Amplitudes maximales des champs incidents et appliquées au milieu biologique contenu
dans les cuvettes biologiques isolées et avec contact. Résultats pour I’impulsion incidente de durée 3 ns.

Impulsion 3-ns
Einc Eapp E app/ E inc

Cuvette 1-mm isolée 31 1.2 0.4
Esilicone = 100 pm
Cuvette 4-mm isolée 0.87 0.6 0.7
Esilicone = 100 M
Cuvette 4-mm isolée 0.87 0.2 0.2
Esilicone = 500 pm
Cuvette 1-mm avec 3.1 2.6 0.8
contact
Cuvette 4-mm avec 0.87 0.77 0.9
contact

- Einc - Champ électrique incident, exprimé en MV/m

- E 4pp - Champ électrique appliqué, exprimé en MV/m
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Cuvettes d’électroporation isolées
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Figure 108 Caractérisation du champ électrique appliqué dans un échantillon biologique exposé a
I’impulsion 3 ns dans les cuvettes d’électroporation. Résultats pour la cuvette isolée de distance inter-
électrodes de 1 mm, dans le domaine temporel (a) et le domaine fréquentiel (b). Résultats pour la cuvette
isolée avec une couche de silicone d’épaisseur 100 um, de distance inter-électrodes de 4 mm, dans le
domaine temporel (c) et le domaine fréquentiel (d). Résultats pour la cuvette isolée avec une couche de
silicone d’épaisseur 500 um, de distance inter-électrodes de 4 mm, dans le domaine temporel (e) et le
domaine fréquentiel (f).
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Distribution spatio-temporelle du champ appliqué

La Figure 109 montre la distribution du champ électrique entre les électrodes isolées de
la cuvette de distance inter-électrodes de 4 mm comme déterminée par la simulation numérique.
L’amplitude maximale de I’impulsion générée utilisée pour cette simulation est de 3.1 kV
(impulsion 3-ns (Figure 82a)). Le résultat extrait correspond a I’amplitude maximale du champ
électrique appliqué obtenu a 7 ns. Il indique qu'une bonne homogénéité a été obtenue dans le
milieu biologique. La valeur du champ électrique entre les deux électrodes est d'environ 600
kV/m (0.6 MV/m) créte-a-créte. On constate qu’un champ électrique fort est confiné dans la
couche isolante ayant une permittivité diélectrique de 4, trés faible par rapport a la permittivité

du milieu biologique de 78.

Z(mm)

X(mm)

Figure 109 Distribution spatiale du champ électrique appliqué dans un échantillon biologique exposé
dans la cuvette biologique isolée de distance inter-électrodes de 4 mm. L’épaisseur de la couche de
silicone est de 500 pm. Les résultats correspondent a I’instant t = 7 ns ou I’amplitude du champ appliqué
est maximale.

1VV.2.7.2 Conclusion

Dans cette partie, nous avons propose d’isoler les électrodes de la cuvette biologique
par une couche de silicone pour éviter le contact électrodes/milieu biologique. La
caractérisation fréquentielle numérique a montré que pour la cuvette de distance inter-
électrodes 1 mm, la bande passante s’est étendue de 270 MHz dans le cas de la configuration
avec contact, a 380 MHz dans le cas de la configuration a électrodes isolées du milieu. Pour la
cuvette de distance inter-électrodes 4 mm la bande passante est passée aprées 1’isolation de 260
MHz a 540 MHz. Donc I’isolation des électrodes a permis d’élargir la bande passante des deux
cuvettes, ce qui les rend plus adaptées aux impulsions ultra-courtes ayant un large spectre

fréquentiel.

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 204



Ensuite, les cuvettes ont été simulées dans le domaine temporelle avec I’impulsion de
durée 3 ns. L’évaluation du champ ¢lectrique dans le milieu biologique exposé a montré que
pour une tension incidente de 3.1 kV, des intensités du champ de 1.2 MV/m et 0.6 MV/m créte-
a-créte peuvent étre délivré au milieu par les cuvettes 1 mm et 4 mm, respectivement. Cela
montre que ces applicateurs isolés peuvent étre plus puissants que la cellule TEM pour des
expositions sans contact électrodes/milieu biologiques en termes d’intensité du champ

électrique appliqué.

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 205



IVV.2.8. Le systeme a deux électrodes isolées

Le systeme a deux électrodes a été aussi modelisé en isolant les électrodes du milieu
biologique. Le systétme a été simulé avec les électrodes couvertes d’une gaine thermo-
rétractable d’épaisseur 100 um comme montre la Figure 110 et caractérisé en terme de bande

passante et de champ électrique appliqué.

Port d’entrée

Connecteur BNC

. Résistance 50 ohms
Gaine

thermorétractable .

\électrodes

Solution
j Boite de Petri

biologique :

thermorétractable

Figure 110 Systémes a deux électrodes isolées modélisées et simulées.

IVV.2.8.1 Caractérisation fréquentielle du systéme a électrodes isolées

Coefficient de réflexion Si1

Les coefficients de réflexion a I’entrée des systémes a deux électrodes isolées et en
contact avec le milieu biologique sont tracés Figure 111. Par comparaison au cas du systeme a
deux électrodes en contact avec le milieu biologique, la bande passante du systéme a électrodes
isolées a augmenté de 200 MHz a 570 MHz, soit un facteur de 2.8 de plus en bande passante.
Cela rend ce dispositif théoriqguement capable de transmettre des impulsions électriques de

durées de I’ordre de 1.7 ns ayant un spectre fréquentiel qui s’étend jusqu’a 570 MHz.
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Figure 111 Module du coefficient de réflexion Si; obtenus par simulation pour le systéme a deux
électrodes isolées du milieu biologique.

IV.2.8.2 Caractérisation temporelle du systéeme a électrodes isolées

IVV.2.8.2.1. Allure temporelle du champ électrique au milieu biologique

Le profil temporel du champ électrique extrait d’un point arbitraire situé au centre du
canal formé par les deux électrodes remplies par la solution biologique (Figure 112a), montre
que la forme de I’impulsion 3 ns n’est pas conservée comme étant monopolaire. En termes
d’amplitude, une intensité du champ appliqué atténuée, de 0.6 MV/m créte-a-créte (Figure
112a), est obtenue au lieu de 2.5 MV/m dans le cas des électrodes sans la couche de silicone

(Figure 96e). L’intensité du champ a été atténuée d’un rapport de 0.2 (Tableau I\VV-4).

Tableau V-4 Amplitudes maximales des champs incidents et appliquées au milieu biologique par le
systéme a deux électrodes isolées et avec contact. Résultats pour I’impulsion incidente de durée 3 ns.

Impulsion 3-ns

Einc Eapp Eapp/Einc
Systéme & deux 2.9 0.6 0.2
électrodes isolées
Systéme & deux 2.9 2.5 0.8
électrodes avec contact

- Einc - Champ électrique incident, exprimé en MV/m

- E 4pp - Champ électrique appliqué, exprimé en MV/m
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Systeme a deux électrodes isolées
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Figure 112 Caractérisation du champ électrique appliqué dans un échantillon biologique exposé a
I’impulsion 3 ns avec le systeme a deux électrodes isolées dans le domaine temporel (2) et le domaine
fréquentiel (b).

1VV.2.8.2.2. Distribution spatio-temporelle du champ appliqué

En ce qui concerne la distribution spatio-temporelle du champ électrique, le résultat
montre une exposition homogene quelques soit la position dans le milieu biologique entre les
électrodes (Figure 113). Une intensité du champ appliqué de 0.6 MV/m créte-a-créte a été
obtenue pour une tension incidente de 3.1 kV.

1.8
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1.2
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Figure 113 Distribution spatiale du champ électrique appliqué dans un échantillon biologique exposé
a ’aide du systéme a deux électrodes isolées. Résultats pour 1’impulsion incidente 3 ns, coupe
longitudinale (a) et coupe transversale (b). Les résultats correspondent a I’instant t = 7 ns ou I’amplitude
du champ appliqué est maximale.

Malak SOUEID | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2016 208



1VV.2.8.3 Conclusion

Pour résumer cette partie, le systeme a deux électrodes a été modifié pour assurer une
exposition isolée du milieu biologique. Nous avons couvert les électrodes par une couche de
silicone. Le systeme a été caractérisé numériquement dans les domaines fréquentiel et temporel.
Par comparaison au cas du systeme a deux électrodes en contact avec le milieu biologique, la
bande passante du systéme a électrodes isolées s’est élargie de 200 MHz a 570 MHz. La
caractérisation temporelle a montré que pour une tension incidente de 3.1 kV de I’impulsion 3
ns, une intensité du champ appliqué de 0.6 MV/m créte-a-créte est obtenue au lieu de 2.5 MV/m

en cas des électrodes sans la couche de silicone.
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IVV.3. Conclusion du chapitre

Dans ce dernier chapitre, nous avons proposé et caractérise trois applicateurs nsPEFs a

électrodes sans contact direct avec le milieu biologique exposé.

Le premier applicateur est basé sur une cellule TEM contenant une cuvette en plastique
remplie du milieu biologique. La caractérisation fréquentielle de la cellule TEM a montré
qu’elle posséde une large bande passante allant jusqu’a 650 MHz. Le deuxiéme applicateur est
basé sur la méme structure de la cuvette biologique présentée dans le chapitre précédant
(chapitre III) mais avec les électrodes couvertes d’une couche de silicone pour les isoler du
milieu biologique. Les résultats ont montré que cette isolation a permis d’élargir la bande
passante de la cuvette de 260 MHz a 380 MHz et 540 MHz pour, respectivement, les cuvettes
de distances inter-électrodes de 1-mm et 4-mm. Le dernier applicateur est le systeme & deux
électrodes isolées du milieu biologique avec une couche de silicone. Aprés isolation, la bande

passante de ce systéme s’est ¢élargie de 200 MHz 4 570 MHz.

La capacité de ces applicateurs a transmettre des nsPEFs a été évaluée dans le domaine
temporel avec ’impulsion de durée 3 ns et d’amplitude 3.1 kV. Les résultats ont montré
I’adaptation de ces systemes isolés a I’impulsion de durée 3 ns. Les cuvettes 1-mm et 4-mm et
le systeme a deux électrodes sont capables de fournir, respectivement, des champs d’intensités
1.2 MV/m, 0.6 MV/m et 0.6 MV/m. Par comparaison avec ces applicateurs, le champ délivré

par la cellule TEM est relativement faible de 50 kv/m.

L’isolation des ¢électrodes a donc permis d’¢largir les bandes passantes des applicateurs

nsPEFs. Cela rend ces systéemes adaptés a des impulsions ultracourtes.
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Conclusion générale et perspectives

Ces travaux de recherche ont porté sur 1’é¢tude des applicateurs pour I’exposition des
milieux biologiques aux ondes électromagnétiques pour des applications différentes. Plus
précisément, les travaux menés consistaient a développer des dispositifs spécifiques soit pour
I’évaluation des effets sanitaires des signaux de télécommunications sans fil, soit pour des
applications thérapeutiques comme 1’ablation par des micro-ondes des tumeurs cancereuses ou
le traitement du cancer par des nsPEFs. La caractérisation a été effectuée avec des moyens

expérimentaux et en s’appuyant sur la modélisation numérique.

Dans le premier chapitre, nous avons positionné 1’objet de notre étude. Dans un premier
temps, nous nous sommes concentrés sur I’effet thermique des ondes EM et son application
dans I’ablation thermique des tumeurs cancéreuses. Nous avons cité les techniques les plus
connues d’ablation thermique. Nous avons montré que 1’ablation par des micro-ondes présente
plusieurs avantages par rapport a I’ablation par des radiofréquences. Nous avons aussi montré
que de nombreuses études se focalisent sur les effets athermiques possibles des signaux de
télécommunications sans fils sur la santé humaine. Cependant, a ce jour les expérimentations
menées n’ont pas permis de conclure qu’une exposition aux champs EM des téléphones mobiles
et de leurs stations de base pouvait avoir des effets sanitaires néfastes.

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux effets des champs électriques pulsés nanoseconde
de hautes intensités sur les milieux biologiques, avec comme perspectives des applications
biomédicales prometteuses. Ce type de signal est appliqué a des milieux biologiques et il possede
la propriété de pouvoir affecter le milieu intracellulaire des cellules. 1l présente la particularité de
pouvoir induire par exemple une perméabilisation des membranes sous-cellulaires, contrairement
aux impulsions (ms-ps, kV/m) utilisées jusqu’alors. Ces derniéres affectent principalement la
membrane plasmique et interviennent d’ores et déja dans des protocoles de traitement
anticancéreux, connus sous le nom d’électrochimiothérapie.

Enfin, nous nous sommes focalisés sur les systémes d’exposition des milieux
biologiques aux ondes EM. Premierement, une description non exhaustive des différentes parties
d'un systéeme d’AMW a été donnée en mettant I’accent sur la partie applicateur basée sur différentes
structures d’antennes. Il a ét¢é montré que les antennes développées possédent des diametres
relativement grands, ce qui les rend limitées a 1’ablation par voie percutanée et non endoscopique.
Deuxiemement, nous avons présenté un bref état de I’art sur les différents systémes d’exposition

qui ont été utilisés dans la littérature pour étudier 1’effet sanitaire des signaux de
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télécommunication sans fil (les ondes radiofréquences). Il a été montré que peu sont les
systemes qui répondent aux besoins des biologistes concernant la possibilité de la visualisation
en temps réel sous 1’objectif du microscope du milieu biologique exposé. Cette caractéristique
est considérée principale pour une interprétation complete des effets biologiques obtenus.
Finalement, nous avons montré que I’utilisation des impulsions haute intensité de durée
nanoseconde exige la mise en place de systémes d’exposition capables de générer ce type de
signaux. lls doivent permettre d’exposer le milieu biologique tout en répondant aux contraintes
physiques et biologiques afin d’assurer la reproductibilité des expériences bioélectromagnétiques.

Une description non exhaustive des différents types d’applicateurs nsPEFs existants a été réalisée.

Dans le deuxiéme chapitre, deux applicateurs pour, respectivement, 1’ablation
thermique micro-ondes des tumeurs cancereuses du foie et 1’évaluation des effets sanitaires du
GSM-1800 MHz ont été étudiés. Le premier est basé sur une antenne triaxiale formé d’un cable
coaxial introduit dans une aiguille de biopsie. L’antenne a été congue pour rayonner a 2.45
GHz. L’originalité de ce dispositif est qu’il permet ’AMW des tumeurs du foie par voie
endoscopique due a ses dimensions miniaturisées qui rend possible de 1’insérer dans une sonde
endoscopique. L’antenne a été plongée dans un liquide équivalent aux tissus cancéreux du foie.
La distribution du SAR dans le milieu exposé a été étudiée. Le résultat a montré la capacité de
I’antenne a confiner 1’énergie au voisinage de sa partie active avec une valeur du DAS tres forte,
d’environ 220 W/kg/Winc, Capable d’induire une ¢lévation de température supérieure a 60°C.
La zone d’ablation obtenue est d’environ 1-cm de large. L’antenne permet une ablation bien
localisée.

Le deuxieme applicateur est basé sur une cellule transverse électromagnétique qui
permet I'observation microscopique des effets biologique en temps réel a I’aide d’une ouverture
percée dans sa plague inférieure. La caractérisation électromagnétique de cet applicateur a été
réalisée expérimentalement et numériquement. 1l a été montré que la cellule TEM contenant le
milieu biologique remplie dans une boite de Petri présente une large bande passante de 3 GHz.
En plus, une évaluation du débit d'absorption spécifique (DAS) dans la solution a été réalisée
et a montré une forte inhomogénéité de la distribution du DAS due au couplage a travers
I'ouverture de la plague métallique inférieure. Pour améliorer I'homogénéité du DAS dans la
solution lors de I'observation microscopique, I'ouverture a été fermée par un métal transparent

appelé : oxyde d'indium-étain (ITO).
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Dans le troisieme chapitre, deux applicateurs spéecifiques pour 1’exposition des milicux
biologiques aux nsPEFs, avec contact direct électrodes/milieu biologique, ont été proposes et
caractérisés dans les domaines temporel et fréequentiel. Le premier est basé sur une cuvette
d’¢lectroporation qui a ét¢ modifiée pour permettre 1’observation microscopique en temps réel
des cellules biologiques exposées. Deux cuvettes de distances inter-électrodes de 1-mm et 4-
mm ont été considérées. La caractérisation fréquentielle numérique et expérimentale a montré
que les bandes passantes des cuvettes 1-mm et 4-mm, pour un coefficient de réflexion inférieur
a -10 dB sont de 260 MHz et 270 MHz respectivement. Ensuite, la caractérisation temporelle
de la cuvette a été réalisée en étudiant sa réponse a des impulsions de durées différentes. Il a été
montré que la cuvette est adaptée pour une utilisation avec des impulsions de durée égale a 3
ns et de fronts montée d’environ 0.5 ns. Enfin, 1’étude dosimétrique effectuée a montré que la
distribution spatiale du champ électrique est homogene dans tout le milieu exposé entre les
électrodes. L’intensité du champ délivré par la cuvette 1-mm est de 4 MV/m, quatre fois plus
forte que celle délivrée par la cuvette 4-mm.

Un deuxieme systeme basé sur la géométrie de deux électrodes en paralleles distantes
de 1.2-mm pour I'exposition nsPEF in vivo des tumeurs cancéreuses a été aussi propose et
caractérisé. Cet applicateur permet la visualisation en temps réel sous 1’objectif du microscope.
Sa bande passante s’étend jusqu’a 200 MHz. L'étude de la réponse temporelle a montré
I'adaptation du systeme aux impulsions relativement courtes (3 ns). Le petit gap entre les
électrodes a permis I'exposition du milieu biologique a des champs électriques trés intenses de
I'ordre de 3.6 MV/m. Une bonne homogénéité dans la distribution spatiale du champ a été aussi

obtenue.

Dans le quatriéme chapitre, des applicateurs spécifiques pour I’exposition des milieux
biologiques aux nsPEFs, sans contact électrodes/milieu biologique, ont été présentés. Le
premier applicateur est une cellule transverse électromagnétique de petites dimensions. Le
milieu biologique a été isolé des électrodes en le placant dans une cuvette en plastique
positionnée entre le septum et la plaque inférieure de la cellule TEM. La caractérisation
électromagnétique a montré que la cellule TEM contenant le milieu biologique présente une
large bande passante de 1.7 GHz et qu'elle est adaptée aux impulsions de durée 3 ns. Des
niveaux de champs de I'ordre de dizaines de k\VV/m ont été évalués dans la solution.

Les autres applicateurs sont basés sur la cuvette biologique et le systeme a électrodes
présentés précédemment, mais avec les électrodes isolées du milieu biologique par une couche

de silicone. La caractérisation numérique a montre que la bande passante de ces systemes a éte
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élargie par rapport aux cas des mémes systemes avec le milieu biologique placé en contact

direct avec les électrodes. Cela les rend adaptés aux impulsions ultra-courtes.

Ce travail nous permet d’émettre des perspectives concernant différentes parties.

Concernant ’antenne triaxial d’AMW, une voie qui sera nécessaire a poursuivre, est
d’effectuer une dosimétrie in situ dans un milieu inhomogeéne représentatif du tissu cancéreux
a traiter. Une autre étape importante, consistera a insérer I’antenne dans un modé¢le de tube
digestif pour évaluer la limitation de ce cable en termes de flexibilité. Le cable du quel est
fabriqué I’antenne étant semi-rigide, il est possible que sa distorsion dans le tube digestif ne soit
pas pratique et affecte ses performances électromagnétiques. Le développement d’un cable
flexible ayant un diametre assez réduit peut étre une bonne solution (indisponible dans les

cables flexibles commercialisés présents a ce jours).

Pour les applicateurs nsPEFs, des mesures temporelles avec des impulsions haute
tension plus courtes seront importantes. Cela permet de préciser la limite temporelle de chaque
applicateur en terme de la durée minimale d’impulsion qu’il peut transmettre sans distorsion.
Le plus intéressant sera aussi de continuer les expérimentations biologiques que nous avons

déja commencer en utilisant ces dispositifs.

Pour les applicateurs nsPEFs isolés basés sur la cuvette biologique et le systéeme a deux
électrodes, la prochaine étape consistera a fabriquer ces dispositifs pour les caractériser
expérimentalement et tester leur efficacité dans I'exposition des cellules biologiques aux

impulsions plus courtes de durée inférieures a 3 ns.
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Contribution au développement et a la caractérisation d’applicateurs pour les études
bioélectromagnétiques portant sur les ondes radiofréquences et les impulsions
électriques nanosecondes de haute intensité

Résumé : Dans cette thése, nous proposons et étudions des systémes d’exposition en vue d’explorer les effets
biologiques sanitaire et thérapeutique des ondes électromagnétiques sur le vivant. Nous proposons une
antenne micro-onde pour I’ablation thermique des tumeurs cancéreuses du foie & 2.45 GHz. Son originalité
réside en ses dimensions miniatures et la possibilité de 1’insérer dans le foie par voie endoscopique. Pour
cette antenne, un débit d’absorption spécifique (DAS) supérieur a 50 W/kg/Winc @ montré une zone exposée
de 1-cm de diametre. Nous proposons ensuite une cellule transverse électromagnétique (TEM) avec une
ouverture fermée par un matériau transparent conducteur 1’Indium tin oxyde (ITO). Cette cellule TEM peut
étre utilisée pour évaluer les effets sanitaires potentiels des signaux de télécommunications sans fils. Ce
systéme permet [’observation microscopique en temps réel du milieu biologique exposé, a travers son
ouverture fermée par I’ITO. L’influence de la présence de 1’ouverture et de la couche d’ITO sur le DAS dans
le milieu exposé a été évaluée. Les valeurs du DAS obtenues a 1.8 GHz dans le milieu exposé dans la cellule
TEM avec l'ouverture fermée ou non par I’ITO étaient de 1.1 W/kg/Winc et 23.6 W/kg/Winc, respectivement.
Une excellence homogénéité du DAS a été obtenue dans le milieu en présence de I'ITO. Enfin, nous
proposons plusieurs dispositifs spécifiques pour I’exposition des cellules biologiques aux champs €lectriques
pulsés nanosecondes de haute intensité (nsPEFs). Les effets biologiques des nsPEFs sont utilisés pour des
applications dans le domaine médical et en biotechnologie. Nous proposons deux dispositifs a électrodes en
contact direct avec le milieu biologique et trois dispositifs & électrodes isolées. Nous démontrons 1’adaptation
de ces dispositifs aux impulsions courtes de durée 3-ns et la capacité de ceux a électrodes en contact a fournir
des champs intenses de I’ordre de quelques MV/m. Nous illustrons aussi I’importance des dispositifs isolés
pour délivrer des impulsions ultracourtes.

Mots-clés : Bioélectromagnétisme, hyperthermie, champs électriques pulsés nanosecondes (nsPEFs),
systéme d’exposition, électroporation.

Contribution to the development and characterization of delivery devices for
bioelectromagnetic studies on radiofrequency waves and intense nanosecond pulsed
electric fields

Abstract : In this thesis, we propose and study exposure systems to explore healthy and therapeutic
biological effects of EM signals. We propose a microwave antenna for thermal ablation of liver tumors at
2.45 GHz. Its original feature consists in its reduced dimensions that permits the endoscopic insertion in the
zone to be treated. For this antenna, a specific absorption rate (SAR) greater than 50 W/kg/Winc showed an
exposed zone of 1-cm diameter. We propose a transverse electromagnetic cell (TEM) with an aperture sealed
with a transparent conducting material Indium tin oxide (ITO). This TEM cell can be used to study the
potential effects of wireless communication systems on biological cells. This delivery device allows real-
time observation of biological cells during exposure across the aperture sealed with ITO. The effect of the
aperture and the ITO layer presence on the SAR in the exposed sample was evaluated. The SAR values
obtained at 1.8 GHz in the sample exposed in the TEM cell with the sealed or non-sealed aperture of 20-mm
diameter were 1.1 W/kg/Winc and 23.6 W/Kkg/Winc, respectively. An excellent homogeneity of SAR was
achieved in the medium in the presence of ITO. Finally, we propose several devices for the exposure of
biological medium to nanosecond pulsed electric field with high intensity (nsPEFs). The biological effect of
nsPEFs are used in biotechnology and medicine. We propose two devices with electrodes in direct contact
with the biological medium and three devices with isolated electrodes. We demonstrate their adaptation for
3-ns duration pulses and the suitability of those with electrodes in contact with the biological medium to
provide high intensities fields in the order of several MV/m. We demonstrate the importance of the isolated
devices for delivering ultrashort pulses.

Keywords : Bioelectromagnetism, hyperthermia, nanosecond pulsed electric fields (nsPEFs), exposure
system, electroporation.



