N
N

N

HAL

open science

Contribution a I’étude du stress cellulaire
potentiellement induit par les ondes millimétriques

Christophe Nicolas Nicolaz

» To cite this version:

Christophe Nicolas Nicolaz. Contribution a 1’étude du stress cellulaire potentiellement induit par les
ondes millimétriques. Biophysique [physics.bio-ph]. Université Rennes 1, 2009. Francais.

tel-00450309

HAL Id: tel-00450309
https://theses.hal.science/tel-00450309
Submitted on 26 Jan 2010

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

NNT: .


https://theses.hal.science/tel-00450309
https://hal.archives-ouvertes.fr

Ned’ordre : 3974 ANNEE 2009

UNIVERSITE DE &Y

RENNES 1

THESE / UNIVERSITE DE RENNES 1
sous le sceau de I'Université Européenne de Bretagne

<§>

pour le grade de
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE RENNES 1
Mention : Traitement du signal et télecommunications

Ecole doctorale Matisse

présentée par
Christophe NICOLAS NICOLAZ

préparée dans les unités de recherche 6164 IETR et 6026 ICM
Institut d’Electronique et de Télécommunications de Rennes
Interactions Cellulaires et Moléculaires
Université de Rennes 1

Thése soutenue a Rennes
le 26 novembre 2009

devant le jury composé de :

Contribution a I'étude Alain VIAN
Professeur. Université d’Angers / rapporteur

du stress cellulaire Isabelle LAGROYE

Maitre de conférences. IMS Bordeaux / rapporteur

potentiellement induit Jean-Claude DEBOUZY

Professeur. CRSSA La Tronche / examinateur

par les ondes Daniel THOUROUDE

1y Y Professeur. Université Rennes 1 / directeur de
millimétriques thése
Denis MICHEL

Professeur. Université de Rennes 1 / co-directeur
de these

Yves Le DREAN

Maitre de conférences. Université de Rennes 1/ co-
directeur de thése



Ned’ordre : 3974 ANNEE 2009

UNIVERSITE DE &Y

RENNES 1

THESE / UNIVERSITE DE RENNES 1
sous le sceau de I'Université Européenne de Bretagne

<§>

pour le grade de
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE RENNES 1
Mention : Traitement du signal et télecommunications

Ecole doctorale Matisse

présentée par
Christophe NICOLAS NICOLAZ

préparée dans les unités de recherche 6164 IETR et 6026 ICM
Institut d’Electronique et de Télécommunications de Rennes
Interactions Cellulaires et Moléculaires
Université de Rennes 1

Thése soutenue a Rennes
le 26 novembre 2009

devant le jury composé de :

Contribution a I'étude Alain VIAN
Professeur. Université d’Angers / rapporteur

du stress cellulaire Isabelle LAGROYE

Maitre de conférences. IMS Bordeaux / rapporteur

potentiellement induit Jean-Claude DEBOUZY

Professeur. CRSSA La Tronche / examinateur

par les ondes Daniel THOUROUDE

1y Y Professeur. Université Rennes 1 / directeur de
millimétriques thése
Denis MICHEL

Professeur. Université de Rennes 1 / co-directeur
de these

Yves Le DREAN

Maitre de conférences. Université de Rennes 1/ co-
directeur de thése



Remer ciements

Je tiens avant tout a exprimer ma profonde recoss@ice aux membres du jury ayant
accepté d’évaluer ce travail de thése. Je remedoigc vivement le Professeur Alain Vian et
le Docteur Isabelle Lagroye qui ont accepté d’'é@a® rapporteurs de ce travail. Je remercie
egalement le Professeur Jean-Claude Debouzy pair agcepté le réle d’examinateur.

Je n'aurais pas participé a cette longue et passione aventure sans Messieurs les
Professeurs Denis Michel et Daniel Thouroude. Vaxez accepté de me faire confiance, de
me confier ce projet, je vous en suis trés recosgaait.

Je tiens aussi particulierement a remercier Yve®téan et Ronan Sauleau. Yves, tu as
fait preuve d’'une patience exemplaire et tu t'asdie disponible dés que le besoin se faisait
sentir. Tu as aussi compris que chacun apprenait aythme différent et, en ce sens tu m’as
permis de prendre en main ce travail et faire quienjy épanouisse totalement. Ce fut un vrai
plaisir de travailler avec toi. Ronan, tu t'es touys montré disponible quand il le fallait. Tu
as toujours suivi avec attention le projet et tisagn’aider dans les moments difficiles.

Je tiens aussi a remercier chaleureusement Maxiaddov. Dés le départ et malgré
ton travail en paralléle, tu t'es impliqué dansm®jet. Méme lorsque tu étais a Philadelphie
je continuais a bénéficier de tes conseils. Je penssi a toutes les fins de journée ou nous
discutions dans ton bureau des résultats acquistralail restant a faire. Un grand merci
pour ta patience, en particulier lorsque je ven@goser des questions sur I'électronique.

Ces remerciements sont aussi valables pour Fabiebasmots et Catherine Le
Quément. Fabienne, tu as été la au déebut de dedtset tu m’'as permis de découvrir le
laboratoire, les outils, et des nouvelles techngyue travail. Tu as su faire preuve de
patience avec moi. J'ai beaucoup apprécié ces mmr@mmmuns de travail mais aussi de
discussions sur tout et n'importe quoi. Dommage noe collaboration se soit terminée
'année derniére. Merci aussi a toi Catherine. @D@s arrivée dans ce projet, tu m’'as épaulée,
apporté une approche et des compétences (nombjeasesplémentaires. Ce fut tres
agréable de travailler avec toi. Bon vent pour lats.

Grand merci aussi a Sylvain Lecomte, collegue dedw de paillasse, de cantine, de
tennis (grace aux pannes de réseau ou de couraingi que dans les moments difficiles. Au
cours de cette these, nous avons pris consciencéoutes nos compeétences cacheées
(déménageurs, experts en machines en pannes, @tiat#gn avec des commerciaux,
gardiens d’appareils de PCRq, agents d’entretiensdl (un vendredi soir), interviewers,
monteurs de vidéos, etc...). Tu as contribué a lamé@mbiance au sein de ce laboratoire.

Je tiens aussi a remercier chaleureusement les mesmirésents de I'équipe HiP,
Pascale Le Goff, Catherine Martin mais aussi ceagsgs, Philippe Nizard et Laure Debure
dont j'ai honteusement squatté le bureau (et I'nadéur) en tout début de these. Sachez tous
gue votre accuell, des le départ m’'a permis de emirsa I'aise. Cette ambiance de travalil
me manquera.

Au sein de I'lETR, jaimerais aussi remercier padiierement Laurent Le Coq, qui en
'absence de Maxim, a su se rendre disponible gous les montages techniques et pour



toutes les mesures nécessaires a ce travail. Mergsi a Mme Lemoine pour son accueil et
son aide au cours de cette these.

Au sein de 'UMRG6026, j'aimerais aussi remercies laembres des différentes équipes
avec lesquelles j'ai pu interagir. Il va étre tresfficile de tous vous citer (sans oublier
personne en tout cas), et pour ne point suscitepaémique, je vais tenter une approche
diplomatique.

Merci aux membres des équipes Sparte, Red, Nadut@m vrai plaisir de cohabiter
avec vous tous (Il y en a eu des démeénagementie!)travailler, et d’échanger
(scientifiguement ou non) avec vous.

Un merci a Karen Mouriec (ex-Nao) pour sa gentdlessa bonne humeur, ses crépes,
ses discussions sur tout et n'importe quoi. Bort adni.

Un énorme merci aussi a « Chef » salle de cultjleé,nommé Monsieur Frédéric
Percevault. Tu as été disponible tout au long deaeail et j'ai pu bénéficier de tes conseils
(en particulier en travaillant avec les nouvellegnées). En plus, tu mettais une sacrée
ambiance en salle de culture et c’était (pour mniteut cas) un vrai plaisir d’'aller y
travailler. Ne change rien.

J'ai eu I'occasion de solliciter de nombreuses parges au cours de ce travall, je pense
en particulier a Armelle Ansart qui a consacré beawp de temps a m’aider a prendre en
main le logiciel de statistique. Tu as ensuite (lmeap) pris sur ton temps pour m'aider a
dompter mes données. Merci pour ta patience, teseils, tes coups de mains.

Une these est une grande aventure personnelle inaé faut pas oublier le soutien
indéfectible de ses proches qui vivent eux auste ewenture par procuration. Anais, tu as
toujours su étre l'oreille attentive de ma vie d@nne de doctorant. Présente dans les bons
moments tout comme dans les moments difficilesn’as toujours soutenu et j'ai pu
bénéficier de tes points de vue. Merci beaucoup.

Je tiens enfin a remercier les membres de ma famill ont suivi mes pérégrinations, a
savoir mes parents, ma grand-mere, mon frére, ajosi tous mes amis proches et ma belle
famille.



Résumé

Pour faire face a la saturation du spectre élecgmétigue en matiere de
communications sans fil, les groupes industrielsnidant le marché développent de
nouveaux appareils de télécommunications sanguiilpffriront un débit tres élevé combiné a
une meilleure confidentialité. Ces systemes fonciwont dans des bandes de fréquences
autour de 60 GHz, naturellement absentes du spéletceomagnétique environnemental, ce
qui suscite des interrogations légitimes quantiailenocuité.

Ce travail de thése porte sur l'analydes effets potentiels des rayonnements
millimétriques sur la physiologie de la cellule. i¢oavons tout d’abord étudié les effets des
ondes millimétriques par le biais d’étudesiitro, en utilisant différents modéles de cultures
de cellules humaines, exposés a différents temaslgtérentes fréquences, notamment celles
correspondantes a des résonances de groupemeuhamis, comprises entre 57 et 64 GHz.
Nous avons étudié I'impact potentiel de ces ondesus organite cellulaire, le réticulum
endoplasmique, connu pour étre sensible a son cemément et impliqué dans de
nombreuses pathologies. Nous avons ensuite éesligffiets de la variation de puissance sur
des processus physiologiques concernant le réticudndoplasmique mais aussi sur la
synthese de protéines spécifiques liées a la répaflammatoire. Enfin, par la technique de
puces a ADN, nous avons réalisé une approche tipttgoique a haut deébit, portant sur
l'ensemble du génome, afin de déterminer I'existem® genes cibles sensibles a des
expositions aux ondes millimétriques. Plusieurs egesandidats ont été sélectionnés et

serviront de biomarqueurs.



Abstract

To cope with the saturation of the electromagnetic spectrum, telecommunications
world leaders are developing new wireless devices, which provide very high data-rate
transmission combined with greater confidentiality. These systems will operate in a frequency
band around 60 GHz, naturally absent from environmental electromagnetic spectrum, which
raises legitimate question about their safety.

This work focuses on the analysis of the potential effects of millimeter radiations on
the cell physiology. We first studied the effects of millimeter waves through in vitro studies
using different models of human cell cultures exposed during various times to different
frequencies, including those corresponding to molecular groups resonances, ranging between
57 and 64 GHz. We studied the potential impact of these electromagnetic waves on a cellular
organelle, the endoplasmic reticulum, known to be sensitive to its environment and involved
in many diseases. We then studied the effects of power variation on physiological processes
on the endoplasmic reticulum but aso on the synthesis of specific proteins related to the
inflammatory response. Finally, by using a DNA microarrays method, we performed a high
throughput transcriptomic approach, covering the entire genome, to determine potential

millimetre waves target genes. Severa candidate genes were sel ected.
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Avant propos

Avant propos

Les avancées technologiques en électronique atotél@unications ont révolutionné
nos vies quotidiennes. Celles-ci sont ainsi ennpkssor depuis plus de 60 ans et, pour
répondre a une demande (et attente) sociétalepriesipaux groupes industriels doivent
proposer le plus rapidement possible des solutimmsurs plus innovantes. Pour faire face a
l'actuelle saturation de la partie basse du speuntoeo-ondes, les fabricants se décalent vers
de nouvelles bandes de fréquences, notamment séliées dans le domaine des ondes dites
millimétriqgues (MM), comprises entre 30 et 300 Gfdi possedent une longueur d’onde
dans le vide comprise entre 1 et 10 mm). Pour déper de nouveaux systémes de
télécommunications sans fil, la bande de fréquaenuteur de 60 GHz a été retenue. Outre la
possibilité d’offrir des débits élevés, ces appar@ermettront aussi aux utilisateurs de
bénéficier d’'une confidentialité importante en oaisl’'une forte atténuation de ces ondes dans
'atmosphére, liee a I'absorption résonante parxygene moléculaire et une faible
interférence avec les systemes voisins. Ces ajgparevoqueront cependant des expositions
permanentes a des ondes dont les fréequences stalentent absentes du spectre
électromagnétique (EM) environnemental. Derrieradton de progres majeur se pose donc
une question fondamentale : ces ondes peuventpthesquer des effets biologiques et sont-

elles totalement sans danger pour 'hnomme ?

Les expositions artificielles a des champs EM destien effet de plus en plus
d’'inquiétude, essentiellement du point de vue gaki@ans nos sociétés modernes, nos
organismes sont en permanence soumis a de nhombrengees, une des principales étant
constituée par I'exposition aux champs EM de bdesguence (50 ou 60 Hz suivant les
pays), retrouvés essentiellement dans les réseautistributions d’électricité, ou lors de
I'utilisation quotidienne d'appareils électriqué&e méme, depuis le milieu du X¥siécle et
I'essor des télécommunications sans fil, la pojpaagst aussi soumise aux radiofréquences
(RF) émises par les émetteurs radiotélévisés (8@ BIB00 MHz environ) et les téléphones
portables (900 MHz ou 1800 MHz) ainsi que les rasetocaux sans fil (2,45 GHz
essentiellement). Actuellement, de nhombreuses giudeses en place au niveau national et
international par de vastes programmes de rechesoné en cours pour tenter de déterminer
si certains types d'ondes électromagnétiques, nmotamh les ondes RF utilisées par les
téléphones mobiles, peuvent avoir un effet biologiqu sanitaire.



Avant propos

Concernant les ondes MM, les études menées somismumbreuses et assez
contradictoires. Leur utilisation en thérapie daestains pays, seules ou en complément
d’autres techniques, a suggéré que ces ondesrderapables d’avoir des effets biologiques.
Ceux-ci, probablement conjugués a [larrivée praohaide futurs systemes de
télécommunications sans fil provoquent, dans larnamauté scientifique, un regain d’intérét

dans I'évaluation des effets potentiels de ces @ande

L'objet de ce travail est de tenter de détermirides ondes MM, a des puissances
voisines de celles qui seront produites par lagr$usystemes de télécommunications sans fil,
peuvent avoir un effet potentiel sur différentsetypde cellules humaines. Pour cela, en
utilisant des techniques de biologie moléculaimjsinous sommes focalisés sur I'étude d’'un
organite cellulaire particulier, le réticulum entigpnique (RE), connu pour étre extrémement
sensible a son environnement, puis sur un impaehtéel de ces ondes sur certaines
molécules pro-inflammatoires. Enfin, une approchedcriptomique a haut débit pour tenter
de caractériser d’éventuels génes cibles a étés@éalCes études ont été menées sur des
cellules gliales du cerveau et sur des cellulels gieeau, laquelle est la cible principale de ces
ondes. Une partie des résultats obtenus, portaatnmeent sur I'étude du stress du réticulum
endoplasmique dans les cellules gliales a été griblies travaux supplémentaires présentés
dans ce manuscrit, portant sur I'effet des ondesesRE et sur la réponse inflammatoire dans
les cellules de la peau, ainsi que sur I'approciestriptomique a haut débit, constituent des

résultats préliminaires.

Ce mémoire de thése s’organise en trois grandéspar

- Une introduction qui comprendra dans un preneengds un état de l'art sur les
interactions ondes/vivants pour les rayonnementsioiwsants compris entre 300 MHz et
300 GHz. Dans un deuxiéme temps, nous nous ingess au phénomene de stress
réticulaire qui pourrait étre déclenché a la sditme exposition a des ondes MM.

- Une présentation en quatre grands chapitresédedtaits expérimentaux obtenus
au cours de ce travail. Le premier chapitre deecptrtie consistera en un matériels et
meéthodes, qui permettra d’avoir une vue d’ensendse techniques utilisées. Celui-Ci
s’accompagnera de la caractérisation du systenx@aldion aux ondes MM. Ensuite, suivra
un chapitre dédié a I'étude des effets des ondesduiMe stress réticulaire et enfin, les deux
derniers chapitres porteront sur I'exploration develles cibles cellulaires et moléculaires, a
la suite d’'une exposition aux ondes MM. Dans lastemne chapitre, nous nous sommes

intéressés a l'effet potentiel des ondes sur lastmaption de protéines de la réponse



Avant propos

inflammatoire, tandis que dans le quatrieme, now®n® réalisé une approche
transcriptomique a haut débit, par la techniquepdees a ADN, afin de déterminer
I'existence de génes cibles potentiels aux ondes MM

- La derniere partie correspondra a la discusséméiale de ces résultats, ainsi que

les perspectives envisagées dans un futur proche.

Ce travail pluridisciplinaire se place dans la égrndes travaux menés depuis quelques
années au sein du groupe Antenne et Hyperfréqueaeddnstitut d’Electronique et de
Télécommunications de Rennes (IETR), UMR CNRS 6144, étroite collaboration avec
'équipe Homeéostasie Intracellulaire des ProtéingsP) du laboratoire Interactions
Cellulaires et Moléculaires (ICM), UMR CNRS 6026.

Ce projet de recherche a bénéficié du soutien fieande la Fondation Santé et

Radiofréquences.

Ce manuscrit de these a pour but de présentaralemuix de recherches meneés, ainsi que
les résultats obtenus au cours de ces trois amteégavail au sein de ces deux équipes. Pour
poursuivre dans cet état d’esprit de pluridiscigiité, ce mémoire a été rédigé pour qu’un
double public (électroniciens et biologistes) peiibstiliser dans le cadre du laboratoire. Dans
ce but, des annexes pouvant servir de rappels desaissances de bases en

électromagnétisme et en biologie ont été rédigépkmeées en fin de manuscrit.
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Premiére partie : Interactions des ondes avec lewant

1.1 Les ondes électromagnétiques

A. Caractéristiques des ondes électromagnétiques

. Définition
Une onde électromagnétique (Elfigure 1) peut étre percue comme une « vague » en
mouvement, constituée de champs électrique et niggeéscillants et perpendiculaires 'un

a l'autre [1].

Longueur d'onde

clectrigeque (15)
2
3,

Dircetion de propagation

Champ

Figure 1 : Représentation d’'une onde électromagnétue [1]

Une onde EM associe un champ électrique sinusmimaEE exprimé en Volts par
metre (V/m) et un champ magnétiqd?b de méme période, exprimé en Ampeéres par metre

(A/m) [2]. Ce modele ondulatoire est d0 a Maxw&Bg5).

Les principales caractéristiques d’'une onde EM sont
- Sa fréquencé& ou nombre d’oscillations par seconaxprimée en Hz

- Sa période T =% exprimée en secondes

. c .y R N
- Sa longueur d'onde dans le vide= cT = T exprimée en metres (ou

c =3 x 1§ m.s* est la vitesse de la lumiére dans le vide).
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" Le spectre électromagnétique

Différents types d’ondes existent sur notre plandtensemble de celles-ci forme le
spectre EM(figure 2) [3]. Celui-ci s’étend des fréquences extrémemersses (ELF) aux
rayonsy.

Le spectre électromagnétique
Frwqumm (Hz)
gw 101 .;|14 1018 1018
- I
B Trés basses fréquences (ELF) I Radio- B Mizro-onde (MwW) [l Infrarouge 'E Ultraviolet UV, Rayon X
fréquences (IR i
Rf) - l _
Mo onisant i Inisant
= ; :
Fréquenca (Hz)
100 kHz 1000 kHz 10 MHzZ 100 MHz 1000 MHZ 10GHzZ
——
] A
. i
ETéIé phonie Téléphone E Four & micro-ondes
! osansfil cellulaire |
Bande citoyenne Téléphonie
(CE) S
W Radio AM B venvHF MRadioFM | TVen UHF

Figure 2 : Spectre électromagnétique
Sur la partie haute de cette figure, le spectrepbeirest visible. La partie basse représente lesbneuses
applications utilisées au quotidien par 'lhommeygke domaine des radiofréquences [3].

Les champs de basses fréquences sont produitepdégihes électriques ainsi que les

appareils électriques domestiques utilisés au digoti(50 ou 60 Hz suivant les pays).

Sur le spectre EM, on distingue ensuite les raélipfences (RF), comprises entre
30 kHz et 300 GHz, terme global regroupant les RiFoaprement parler (30 kHz a 300 MHz)
ainsi que les micro-ondes (comprises entre 300 MHZ00 GHz). On considéere en général
gue les RF (terme global) permettent de transmeééseinformations a distance. Elles sont a
la base des communications sans fil. Les RF regmupa plupart des applications
radiotélévisées (bande AM, FM), la téléphonie neb@GSM 900 MHz ou 1,8 GHz), les fours
a micro-ondes (2,45 GHz) dont la fréequence estaged par le Wi-Fi mais pas a la méme
puissance. Toutes les RF dont la fréquence estrisupg & 300 MHz appartiennent a la
famille des micro-ondes. Dans cette famille, ledemnsont rangées en catégories selon leurs

longueurs d’ondes respectives. On évoque ainsbaigss dites :
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Décimétriques entre 300 MHz € 10 dm) et 3 GHZ\(= 1 dm)

Centrimétriques entre 3 GHz € 10 cm) et 30 GH2\(= 1 cm)

Millimétriques (MM) entre 30 GHZA(= 10 mm) et 300 GHZA(= 1 mm) [4].

A des fréquences plus élevées, on distingue legsoindfrarouges (IR), la lumiére

visible, puis les rayons ultraviolets (UV), X+e{ces derniers ne sont pas représentés sur

le spectre de lagure 2).

Sources d’exposition aux champs électromagnétiques

Au quotidien, les étres vivants sont soumis a desnps électromagnétiques, certains

étant d’origine naturelle, d’autres non. Les étvasants évoluent en permanence sur un

aimant géant, puisqu’il existe un champ magnétiguestre statique et relativement constant,

de l'ordre de 40 uT, qui sert notamment aux oisestuxux poissons pour s’orienter [5]. De

maniére plus ponctuelle, les éclairs produits bes orages ainsi que les aurores boréales

constituent une source d’exposition naturelle, nsaist relativement peu fréquents. En plus

de ces sources dites « terrestres », il existesanece d’exposition environnementale a des

champs « extra-terrestres », lesquels provienreadtivités solaire et lunaire [5]. Certaines

bandes de fréquence, dont la lumiére visible etoledes radio, sont transmises a travers

'atmosphereg(figure 3), tandis que d’autres bandes sont totalement adxsesh raison d’'un

phénomene d’absorption des molécules de I'atmosphéeertaines fréquences.

Opacite
atmospherigue

0
Réle protecteur contre Ondes

les effe:s mutagénes des millimétriques
Futurs sysemes de

rayonnements UV
telecommunications sans fi

100%

50%

0% T T T T T | -|— === T T T T |
04nm 1nm  10nm 1Uﬂan/1upm 100pm 1mm 1cm \10em 1m 10 100m  1km
Longueur d'onde

Chauffage de la terre

Absorption quasknulle
des ondes radio

Figure 3 : Spectre de transmission de I'atmosphérde la terre

Les nombreuses découvertes et avancées technasgiguxX™ siécle ont provoqué

une multiplication des expositions a des sourcéficalles. Elles sont retrouvées dans les

circuits de distribution du courant (50 ou 60 Hef appareils électriques utilisés lors de la

10
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vie quotidienne (grille pain, aspirateur, sechevele, réfrigérateurs, plaques de cuisson
électriques, etc...), les ondes radiotélévisées (BDNHZz), la téléphonie mobile (900 MHz et
1,8 GHz), les fours a micro-ondes (2,45 GHz), m®mmunications sans fil (DECT : 1,8 GHz,
Wi-Fi: 2,45 GHz, sans oublier le Bluetooth, le WiK), les systémes radar (fréquences
supérieures a 10 GHz : applications militairestesyes de transport intelligent), ainsi que
dans les dispositifs de localisation et de détactiiechnologie RadioFrequency
Identification). Depuis une dizaine d’années envjiles réseaux locaux sans fil sont en pleine
expansion. lls offrent la possibilité a toute pars® de pouvoir bénéficier d’'un acces a
linformation en étant mobile. De nombreuses eniseg, lieux publics (gares ferroviaires,
bibliothéques, aéroports, universités) ont adoptéype de réseaux. Aujourd’hui, la majorité
des réseaux locaux sans fil proposés aux usagectidone dans la bande de fréquence de
2,45 GHz (technologie Wi-Fi). Source de progrestecéechnologie atteint cependant ces
limites, notamment en terme de deébit proposé awagars. L'essor des technologies de
'information et de la communication entraine desdins en débit toujours plus importants
(télévision par internet en haute définition) et fe2quences employées ne permettent plus de
répondre aux besoins des consommateurs. Aussifaioeiface a ce probleme et répondre a
une demande toujours plus importante, les indistisent en train de développer des

appareils sans fil fonctionnant dans de nouvelégglbs de fréquences, autoudesHz

L'interaction permanente avec différents types dsgonnnements EM peut-elle
constituer une source de danger pour 'lhomme ? Dmpsirtie suivante, nous traiterons de
l'interaction des ondes EM avec le vivant, puisldemise en place de normes, afin de

protéger les populations exposées.

B. Interactions des ondes avec le vivant

Au cours de cette partie, nous nous focaliserofmt@rement sur les interactions entre
les RF, les micro-ondes et le vivant. Les effetsnd’ interaction peuvent étre considérés

comme étant le résultat de trois phénomenes :
- La transmission des ondes EM dans les systemastsi ainsi que leur propagation
- L'interaction primaire des ondes avec les tidsoogiques
- Les effets secondaires possibles, a la suitetle premiére interaction.

Le mot interaction posséde ici un sens trés impartasouligne le fait que le résultat

final ne dépend pas que de l'action du champ EMsraai aussi influencé par la réaction du

11
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systeme vivant. Les systemes vivants possedentapecité a compenser les effets induits

par les influences externes.

" Pénétration et propagation des ondes électromagngties dans les tissus

biologiques

La réflexion, la transmission et la pénétration d@gonnements électromagnétiques
dans les tissus mous des organismes vivants petogament varier en fonction de la
fréquence (par exemple pour les micro-ondes, mufrdquence est basse et plus l'onde
pénétrera) et des caractéristiques des tissus ifpeité et conductivité électrique, voir
annexe 1) [6, 7]. Ainsi, les tres hautes fréequengasaviolets lointains, rayons X;) sont
capables de produire des lésions au niveau dess tiEslogiques en abimant les structures
moléculaires. On parle alors de rayonnements iatésaes derniers étant capables, lors d'un
contact avec la matiére, d’arracher un ou plusiélastrons a celle-ci. Les rayonnements dont
I'énergie est insuffisante pour arracher un électida matiere sont regroupés sous le terme
de rayonnements non ionisants. Pour les micro-ondémnt celles utilisées en

télécommunications, une majeure partie de I'éneabgsorbée est convertie en chaleur.

Les effets thermiques sont relativement bien étudiéconstituent, pour le moment, les
seuls effets averés connus [8]. lls sont majoatagnt interprétés comme le résultat de I'effet
joule (dégagement d’énergie sous forme de chalelir)a I'agitation des charges ou des
dipbles, comme I'eau par exemple, présents dansts. En réaction, I'organisme va mettre
en place des mécanismes de régulation pour teeterothpenser cette augmentation de
température (thermorégulation). Si, malgré cesrisffde compensation, la température de
'organisme venait a augmenter par rapport a sauvahormale, des effets biologiques se
produiront alors, puisque cet échauffement peutrales effets chimiques ou biochimiques
au méme titre qu'un échauffement classigDans le domaine médical, de nombreuses
thérapies reposent sur les effets thermiques déssdorsque des rayonnements non-ionisants

sont employésfigure 4) [7].

12
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Microwave — Radiation
- and ; SOR—) ;
Radio s millimeter _ . Light —— X-fay—>
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Figure 4 : Exemple de différents types de thérapiestilisées dans le domaine médical avec leurs
fréquences et/ou longueurs d'ondes respectivEq

. Valeurs limites d’exposition

L’établissement de limites d’exposition aux chanipsl a pour but dassurer la
protection des personnes contre les effets nooiiaws de ces champs EM. Un effet nocif est
défini comme une altération décelable de la sam® jpersonnes exposées ou de leur
descendance ; un effet biologique peut étre ou noaf. Il peut en effet avoir des

conséqguences néfastes sur la santé ou le bief@gtre

Les premieres limites d’exposition furent fixéensldes années 50. Cette nécessité de
fixer des standards apparut lorsque des personnésererent de graves blessures
thermiques, a la suite d’'une exposition a des haiwsaux de champs RF. Les USA et
FTURSS ont été les premiers pays a définir desdstads, méme si ceux-Ci variaient en
fonction des preuves scientifiques respectivesBay}. la suite, I'introduction d’équipements

industriels a aussi nécessité I'élargissementéatade sur la gamme d’ondes EM.

Les normes et recommandations d’exposition sobliésaau niveau international par la
Commission Internationale pour la Protection conge Rayonnements Non lonisants
(ICNIRP, en anglais). Les commissions se basentlesurésultats d’études scientifiques
publiées dans des revues avec comité de lecturaidé de cette importante base de données,
elles vont fixer des valeurs limites d’expositiom ge basant sur les effets considérés, qui
apparaissent au plus bas niveau d’exposition &ssént jugés pertinents d’'un point de vue
sanitaire [10]. La plupart des expérimentations ogpendant été menées sur le modéle

animal ; compte tenu des incertitudes liées atagdlation du modéle animal a 'homme, le
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seuil (déterminé chez I'animal) sera réduit d’'uctéar 10 pour les expositions en milieu
professionnel. Cette population exposée correspdndes gens adultes, conscients de
travailler en présence de champs EM et au coumstidques potentiels. Pour la population
générale, qui regroupe le reste de la populataredtriction de base sera réduite d’'un facteur
5 supplémentaire. Cette population est considéodene non informée sur I'exposition
gu’elle recoit et est constituée de personnes aie &ges dont I'état de santé peut varier d’'un

individu a l'autre.

Les restrictions sont variables suivant les gamaesfséquences concernées :

 Dans la gamme des basses fréquences (entre 1MHA)) la restriction s’établit en
densité de courart (A/m?), afin de prévenir les phénoménes de courant irtasis les
tissus excitables (muscles et cellules nerveuses).

e Pour quantifier I'énergie de l'onde absorbée erit®® kHz et 10 GHz, la grandeur
physique utilisée est le débit d’absorption spgaii (DAS) [5] ou « specific absorption
rate » (SAR) en anglais, lequel correspond a I'gieeabsorbée ou dissipée par unité de
temps et de masse. Il est évalué localement enmmeysur 1 ou 10 g de tissu ou sur
'organisme entier et est exprimé en W/kg. Les waede DAS sont extrémement
importantes afin de définir les limites d’expositiaux ondes. Les effets thermiques d’'un
niveau donné de DAS sur le corps humain sont afifegités par la température ambiante,
I’humidité, le flux d’air. En téléphonie mobile, woernant I'exposition aux stations de
base, le DAS pour les travailleurs est de 0,4 Wtkde 0,08 W/kg pour le grand public.
Pour le téléphone portable en lui-méme, comme icegaparties du corps peuvent
absorber localement des puissances jusqu’a 25dipérieures, un DAS local est établi. Il
est de 2 W/kg pour la téte et le tronc et de 4 VWitar les membres [10].

* Entre 10 GHz et 300 GHz, la restriction de basdeaedensité superficielle de puissance
(DSP), exprimée en W/men raison de la faible pénétration de ces ordrs(s) effet(s)
est (sont) essentiellement concentré(s) a la surfdour les ondes MM, les seuls effets
connus sont des effets thermiques et les standaxgosition sont, par conséquent, fixés
par rapport a ces derniers. La limite d’expositidtée pour les travailleurs est de

5 mW/cmz, celle pour le grand public est de 1 mVW/cm

" Les effets biologiques des ondes : exemple de lephonie mobile

Les RF constituent 'une des sources principalexmbsition de la population au
guotidien. Ces ondes, couvrant une bonne part&pdatre électromagnétique, sont comprises
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entre 30 kHz et 300 GHz et ont commencé a intéreéstlement la communauté scientifique
au moment de I'expansion fulgurante de la téléphonobile. Celle-ci est, sans conteste, le
domaine ou la recherche d’effets biologiques pattnest la plus importante. Le standard le
plus utilisé en téléphonie mobile est la technaogt Global System for Mobile

Communications » (GSM), dont la majorité des rése&anctionne a 900 MHz et/ou

1800 MHz. Bien que le présent travail ne porte pas les effets potentiels de cette
technologie, nous ne pouvons pas nous contentgogi@r les effets des interactions entre
les ondes MM et le vivant, tout en passant sousnsd les travaux concernant cette

technologie.

La majorité des études portant sur la recherchéfetsebiologiques des ondes EM
concernent majoritairement la téléphonie mobile. dbwix de décrire, dans ce présent
paragraphe, quelques études portant sur ce domawedt pas pour but de les comparer avec
celles des ondes MM ; ces deux types d'ondes neédast pas les mémes propriétés
physiques. Il paraissait cependant intéressantidigt quelques travaux dans ce domaine
pour prendre en compte I'hétérogénéité possible’qnepeut trouver, tant au niveau du type
de recherche menée qu’au niveau du modele emplargéue I'on tente de répondre a une

guestion biologique.

La téléphonie mobile a connu un plébiscite sansgueént des son arrivée sur le marché
et continue, depuis, de se répandre massivemestlelanonde entier. Quelques années apres
son développement spectaculaire, des doutes camtesan innocuité ont commenceé a étre
soulevés par des scientifiques mais aussi par ¢gmilgtions elles-mémes. L'usage du
téléphone portable a rapidement été suspecté dBétiarigine de cancers, principalement
ceux du cerveau, bien que d’autres types de tumtaliss que celles des glandes salivaires
par exemple, aient aussi été évoquées [11, 1Zhekie actuelle, aucune preuve scientifique
n'est pourtant venue démontrer clairement le liatreela téléphonie mobile et les cas de

cancers.

La corrélation entre I'utilisation du téléphone riebket I'apparition de tumeurs reste
assez ambigué. Pour évaluer les effets potentelsette technologie, plusieurs méthodes
d’étude sont ainsi possibles. Des études épidégigples peuvent démontrer le lien entre
'exposition aux ondes et le cancer, tandis que éeglesin vivo et in vitro s’averent

indispensables pour comprendre au mieux les méuaig'interactions possibles.

Une étude épidémiologique a pour but d’estimeridgue qu’encourt une population

(terme général), en fonction de I'exposition a werd (ici le téléphone portable). Si la
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guestion scientifigue de départ semble facile @&rdd@her, la mise en ceuvre de ce type
d’expérience reste cependant complexe. Les prascekpérimentaux peuvent ainsi étre
organisés de différentes maniéres (suivi d'une [adjmm pendant plusieurs années,
interrogation directe des personnes atteintes deologies au niveau de la téte, etc...),
lesquelles sont discutées dans la revue de Kur@}i Pour toutes ces études, le probleme
majeur réside cependant dans la quantificationiggéde I'exposition (dose regue, temps

d’exposition), ce qui est souvent source de nongagapproximations [14].

Les études épidémiologiques offrent la possibdittablir un lien, mais ne permettent
pas de comprendre pour autant les mécanismes rnttésumis en jeu. Aussi, de nombreux
laboratoires se sont penchés sur ce probléme, iésantt différents modeles d'études
(animaux entiers, nématodes, drosophiles, culeesellules humaines et animales). Les RF,
en raison de leurs propriétés physiques, n‘ondfeftet génotoxique direct [15], bien que cet
aspect soit I'objet de vifs débats entre auteuosir(plus de détails, se reporter a I'étude de
Vijayalaxmi et Prihoda [16]). De nombreux travawortent sur d’éventuels effets
génotoxiques indirects, qui pourraient notammentraduire par une modification de la
capacité des enzymes a réparer '’ADN, favorisansides phénomenes déléteres [17]. En
2001, Maes et collegues ont ainsi étudié les efégtsergiques entre une exposition de
lymphocytes humains a des champs RF de 900 MHiff@reshts DAS, compris entre 0 et
10 W/kg), combinée a une exposition a des agenisighes ou physiqgues mutagenes
(mitomycine C ou rayons X) et n'ont pas observéfdtesynergique entre les ondes et 'agent
mutagene [17]. Plus recemment, I'équipe de Zhigamontré que les signaux RF (1,8 GHz)
avec un DAS de 2 W/kg, n'agissaient pas en syneagee les rayons X pour induire des
dommages a I’ADN. De méme, aucun effet sur lesegyss de réparation de 'ADN n’a été

observé [18]. L'existence d’effets synergiqueseespendant sujette a débats [19].

Il n’est pas non plus exclu que ces ondes puissait des effets biologiques indirects,
autres que génotoxiques, qui pourraient se tradpae une altération de mécanismes
cellulaires ou des organisations structurales ifgration, transcription, perméabilisation des
membranes, etc...). Dans I'hypothése ou les ondéséets en téléphonie mobile pourraient
étre responsables de cancers, il est logique dager que la prolifération cellulaire et
'apoptose seraient les mécanismes les plus sullesptie présenter des anomalies a la suite
d’'une exposition. Dans ce but, des travaux menéSaachez et collegues ont démontré que
différents types de cellules de peau exposés d@beudes ondes de type GSM-900 MHz, a

un DAS de 2 W/kg ne présentaient pas d’anomalieiaeau de leur prolifération. De méme,
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cette exposition n’'induit pas I'apoptose dans ldtuces primaires de kératinocytes, ce qui est
aussi observé dans les cultures primaires de fdstds. Enfin, au niveau du modéle

reconstitué de I'épiderme, I'exposition n’induitspde prolifération cellulaire et ne déclenche
pas de réponse inflammatoire [20]. Plus récemmenatmémes observations ont été faites
chez des cellules de la peau exposées a un sigIB00 MHz pendant 48 heures a un

DAS de 2 W/kg [21].

Les ondes utilisées en téléphonie mobile pourragemistituer une source de stress
environnemental pour les cellules. Pour s’y adaptlles-ci possedent un arsenal
moléculaire extrémement varié, caractérisé palytdhgse de protéines dites de « stress »,
lesquelles appartiennent a la grande famille degémres de choc thermique, « Heat Shock
Proteins » (HSP). Celles-ci, extrémement sensiblesir environnement, ont été étudiées en
tant que marqueur biologique. La majorité des resttess portant sur les effets potentiels des
RF concernent par ailleurs ces molécules. En 2D@0Pomerai et collegues ont démontrée
I'existence d’effets biologiques non thermigueszleenématod€aenor habditis elegans (C.
elegans), se caractérisant par I'induction de HSP16 aileesi’'une exposition a des RF [22].
En 2001, French et collegues ont émis I'hypothéetenslaquelle I'exposition répétée a des
RF pouvait mener a une surexpression des HSP,iganbra long terme l'apparition de
tumeurs [23]. Il s’est avéré par la suite que éestdravaux, menés a cette époque, furent
réalisés dans des conditions expérimentales malriségis. Dawe et collegues ont ainsi
découvert que leur systeme expérimental précédemmaglisé [22] provoquait une
augmentation de température suffisante pour indaserotéines de stress chézelegans
[24]. De méme, dans leur récente revue portantesuradiations RF et I'expression génique
ou protéique, McNamee et Chauhan pensent que #atats observés par Weisbrot et
collegues en 2003 sont directement liés au systéfegposition [15]. Ces derniers
observaient des niveaux d’expression de HSP70és s chez les drosophiles exposées a
des signaux de type GSM-900 ou 1900 MHz [25]. Qedblpmes, rencontrés par certaines
équipes, ont permis de souligner a quel pointtiimportant de contréler rigoureusement les
conditions d’exposition. Depuis, un grand nombrétuties suggere que les expositions a des
RF (de faible puissance) n’induisent pas de répcoe8elaire au stress, caractérisée par une
altération de I'expression des HSP. Sanchez eégudls ont par exemple démontré que des
expositions durant 48 heures a 900 MHz, a un DAS2d&/kg, n’entrainaient aucun
changement détectable dans les niveaux d’expressida protéine HSP27, ou encore de la

forme inductible de HSP70 dans les kératinocyt@%. [2e nouvelles expériences réalisées en
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2007, caractéerisées par des expositions de cultpresaires de peau (fibroblastes et
kératinocytes) pendant 48 heures a un signal GSd8-Eec un DAS de 2 W/kg, n'ont pas
permis de mettre en évidence d’induction des foromsstitutives ou inductibles de HSP70
ou encore de HSP27. Hirose et colléegues ont aéssodtré I'absence d’effet des RF sur la
phosphorylation de HSP27 ainsi que sur les niveb&RN messagers (ARNm) et protéiques

dans deux lignées cellulaires [26].

En dépit des larges études portant sur ce domiain‘est pas possible de conclure sur
un éventuel effet potentiel des RF sur la modutatie certains génes de stress. Comme pour
les données épidémiologiques ou les résultats gbis contradictoires, un nombre limité
d’études tend cependant a démontrer I'existencéfetBe Bien que ces travaux récents
semblent irréprochables, puisque ayant bien pric@npte les écueils du passé (systeme
d’exposition bien caractérisé, bonne connaissaredadsensibilité de la lignée ou des
organismes/animaux utilisés), les doutes subsigiedes études complémentaires s’averent
indispensables afin de supprimer tout paramétrenmaitris€. La recherche d’effets potentiels
des RF ne s’arréte toutefois pas a ces seuls ginesress et d’autres cibles potentielles
existent vraisemblablement. Dans ce sens, des imgréations sont aussi possibles chez
I'étre humain ou chez I'animal et peuvent porter Igs effets subjectifs de ces expositions
(apprentissage, impact sur le sommeil, psychonitdyif27, 28]. En complément, une étude
neurochimique peut aussi étre associée. Crouzieolgtgues ont ainsi réalisé une étude
multiparamétrique (observations comportementalestréphysiologiques et neurochimiques)
chez des rats exposeés pendant 24 heures a destgmel€sSM (1800 MHz), a des densités de
puissance faibles (1,2 et 9 W/m2). Ces travauxtrp@s montré de différence entre le groupe
exposé et le groupe témoin [29]. Pour pallier aorti@intes posées par les expositions
d’animaux (immobilisation qui peut étre source tiess), le choix de plantes en tant que
modele d’étude peut s’avérer judicieux. Celles-ei mécessitent aucune immobilisation et
sont, en outre, particulierement sensibles aux fications de leurs conditions
environnementales. Dans ce domaine, des travaumontré que I'accumulation du transcrit
du facteur de transcriptiobebZIP1 (Lycopersicon esculentum basic leucine zipper), lié au
stressse faisait tres rapidement apres exposition detpld@ tomates pendant 10 minutes a
900 MHz. Habituellement, il apparait que ce gerteeesgénéral fortement induit lorsque
l'intégrité de la plante est touchée. Les ondesnagent donc avoir un effet proche de celui
observé lorsqu’une plante est blessée, bien quecdeslitions d’exposition permettent

d’exclure tout effet thermique potentiel [30]. Toujs dans cette idée, les travaux suivants ont
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confirmé I'accumulation d’autres transcrits (calratie-N6, chloroplast mRNA-binding
protein (cmbp) et proteinase inhibitor, (pin2))noas pour étre également induits lors d’'une
blessure [31]. Les réponses systémiques chez mhestés impliquent des hormones ou des
signaux électrigues ou hydrauliques. Etant donnécdeactére extrémement rapide de
l'induction, il se pourrait gu'une réponse systén@csoit causée par un signal électrique [32].
Plusieurs hypothéses sont actuellement a I'étudietetaction ondes/plants de tomates se
ferait a l'interface entre la membrane et le cyt@taléclencherait un potentiel d’action. Une
autre alternative étudiée est celle selon laqulejleurait une activation directe de la voie de
signalisation. Enfin, les ondes pourraient moddieectement des canaux calciques puisque
le calcium (C4") est directement impliqué dans la régulation deaies génes de stress.
Quoique les mécanismes exacts ne soient pas etdene compris, I'hypothese de la
génération d’un signal électrique pourrait étre@oorée avec I'observation, apres exposition,
de la diminution de I'état énergétique des celldedomates exposées. Cette modification de
I'état métabolique pourrait étre liée a une dépedrsergétique pouvant servir a générer un
signal électrique en réponse a une exposition [@8F résultats, obtenus sur les plants de
tomate, ne peuvent cependant en aucun cas Etretedirent extrapolés sur les modeles

animaux.

Enfin, pour déterminer d’autres génes cibles, il msssible de réaliser une nouvelle
approche expérimentale, dite a haut débit, parekzhrtique de puces a ADN (acide
désoxyribonucléique) qui offre la possibilité d’@avan apercu des niveaux d’expression de
'ensemble des transcrits du génome apres exposdiodes ondes. Cette partie sera

spécifiqguement détaillée dans le chapitre IV dprésent manuscrit.

Au cours de la partie suivante, nous nous focalisedésormais exclusivement sur les
ondes MM. Ces dernieres sont déja employées poelques applications spécifiques et
constitueront prochainement une source d’exposifgEimanente supplémentaire avec

I'arrivée future des technologies de télécommuiooatsans fil.
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1.2 Les ondes millimétriques

En ce qui concerne ce travail de these, nous nomsngs donc focalisés sur les effets
biologiques potentiels des ondes MM autour de 6@,Gidi seront utilisées par les systemes
de télécommunications sans fil. Au cours de cediigg nous évoquerons dans un premier
temps les applications déja disponibles utilisattectechnologie puis, dans un second temps,
nous nous intéresserons aux effets biologiqueoddss MM déja décrits dans la littérature

scientifique.

A. Les difféerentes applications des ondes milliméiques

" Systemes de télécommunications sans fil dans la lgn57-64 GHz

Ces nouveaux appareils correspondront a une neuvedrme (IEEE 802.15.3),
permettant de développer des réseaux personneidsfisgVPAN pour Wireless Personal
Area Network)(figure 5) [34, 35].
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Figure 5 : Exemples de systemes WPAN 5 GHz/60 GHians I'environnement professionnel (A) ou dans
I'environnement domestique (B)

Sur ces figures, deux fréquences sont employédie £6 GHz posséde une longue portée et seraagillans
des communications inter-batiments, tandis que @B0 GHz, de portée réduite (limitée au sein damment)

garantira aux utilisateurs une bonne confidenédst].

Ces futurs systemes présentent de nombreux atduts.large bande de fréquence,
comprise entre 57 et 66 GHest disponible. De plus, ces ondes ont une poéaite, en
raison des phénoménes d’'absorption dus aux préiipis ou a la vapeur d'eau et a
I'oxygéne moléculaire (&) (figure 6), garantissant ainsi une confidentialité importazuie

utilisateurs.

157-64 GHz en Amérique du Nord ; 59-66 GHz au Ja®f66 GHz en Europe.
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Figure 6 : Absorption moléculaire des ondes millimgiques
A) Spectre d’absorption des molécules d’oxygéne etwddans I'atmosphére [36].
B) Détail du spectre d’absorption autour de 60 GH3.[37

Ceci constitue un avantage commercial importantr pme entreprise ou pour des

Les systémes de dispersion de la foule

industriels qui ne souhaitent pas voir leurs réseapiratés » [36, 37]. Enfin, les débits
proposés par ce type de technologie seront tregligour démarrer 2 Gb/s, peut-étre
jusqu'a 15 Gb/s) ; ils permettront de transmetteilément des fichiers volumineux non
compressés (tel gu’un film en haute définition paemple) [38]. La densité de puissance du
rayonnement émis par ces appareils n’est pas enoarenuniquée par les fabricants mais il
est raisonnable d’envisager que ces appareils ¢cespat les normes d’exposition grand

public établies par I'ICNIRP, a savoir une DSP idare a 1 mW/cmz2.

Ces systémes, constituant un nouveau type d’arméétale, produisent des ondes MM
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System (ADS), ils sont montés sur des camions airii (figure 7) et ont pour but de

repousser un individu ou une foule agressive agaiine confrontation ne puisse dégénérer.

Figure 7 : Systéme de dispersion de la foule

Cet appareil, monté sur un camion de I'armée, estrélé par un opérateur situé dans le camion. Hersa
présence d'une foule au comportement agressifgtatpur dirige le faisceau sur les personnes vitete Ce
faisceau est transmis via I'antenne [40].

Ces appareils émettent des ondes de forte puissguicgont provoquer un effet
thermique superficiel important chez les personegposées. Celles-ci ressentent une
sensation de brdlure intense et s’écartent rapide(néflexe de fuite) du faisceau de I'onde.
Il est estimé que les individus situés a 750 mé&tesBappareil sont soumis a un rayonnement
possédant une DSP de I'ordre de quelques dizam&¥/dm?2 [39]. Cet appareil ne provoque
cependant aucune brdlure réelle pour des distatiegposition de quelques centaines de

metres [40].

" Technologie du régulateur de vitesse adaptatif

Dans les transports automobiles, de nombreux ausid®nt liés a un non-respect des
distances de sécurité ou encore causés par des éearconduite. Pour remédier a ces
problemes liés au comportement des conducteurs, tecienologie radar en cours de
développement permettra d’adapter automatiqueneentitésse du veéhicule ainsi que sa
distance, par rapport au véhicule précédent [4],,t4Bdis qu'un autre systeme utilisant un
radar a haute résolution permettra de détermisdirtetes de la route, ainsi que les éventuels
obstacles se trouvant sur celle-ci [43]. Ces syssentiliseront la bande 77-79 GHz et la DSP

du rayonnement émis par ces dispositifs sera d@d’de quelques dixiemes de mW/cmz2.

. Systemes d’'imagerie par détection d’'ondes millimétques

Les systemes d'imagerie par ondes MM ont été dgpél® pour pouvoir étre utilisés en
complément de systemes d’'imagerie fonctionnantuerdre visible, en infrarouges (IR) ou

en rayons X. En absence de lumiére visible, iltext&ja des capteurs capables de détecter
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'émission d’objets en IR (techniques de vision tnoge). Ces techniques d’imagerie
classiques peuvent cependant se révéler totalermaificaces dans des conditions
particulieres naturelles (brouillard, neige) ou ifaitlles (fumée). Les technologies

d’'imagerie par ondes MM sont efficaces de jour catia nuit par temps clair ainsi que dans
des conditions de visibilité tres limitéeBe nombreux équipements militaires peuvent
bénéficier de I'apport de cette technologie (dédectsurveillance, détermination de cibles
exactes), tout comme des équipements civils, eticpber dans le monde des transports
(systémes de vision en conditions de visibilitérddge pour les avions (brouillard intense),

lesquels leurs permettent de visualiser la p{sigire 8) [44].

Figure 8 : Caméra placée sur un avion équipée d'usystéme de détection passif des ondes MM
(a) Piste observée en lumiere visible par temgs cla

(b) Piste observée en ondes MM.

(c) Piste observée en lumiére visible par tempisrdeillard.

(d) Piste observée en ondes MM par temps de baodiji4].

Il existe deux types de systémes d’imageries pde®MM :

- Les systémes passifs (89 ou 94 GHz) forment uhegiés par détection passive
de radiations naturelles d’'ondes MM en utilisant différence entre la température et
I'émissivit€" d'un objet. Ces systémes offrent, par exemplegdssibilité de découvrir des
objets cachés sous des vétements. Le corps humbaa métaux possédant des parametres
d’émissivité différents, il est facile de les distiner par ondes MMfigure 9A).

- Les systémes actifs (27-33 GHz), irradient avecayon d’ondes MM les objets
a étudier ; ceux-ci réfléchissent les ondes guirdeensuite détectées par des capteurs qui

permettront la reconstitution d’'une imadigure 9B) [45].

! Ce terme est employé pour quantifier I'émissioturedle d’ondes millimétriques produite par un dlje un
organisme.
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Visible Light Images

Handgun "Plastic" Guns Ceramic Knives Shrapnel

Concealing
atshirt

Figure 9 : Systémes passifs (A) et actifs (B) detdétion par ondes MM d’objets cachés sous les vétemts
A) Sur la partie supérieure de I'image, les diffésetypes d’armes sont présentés en lumiéere vjsiiales étre
cachés par des vétements. La partie basse defigetie montre les images obtenues par détectiosiymsles
ondes MM. Les différentes armes, qu’elles soientrétial, en plastique, en céramique ou sous la fatome
explosif liquide, sont toutes détectables par-des$ms vétements [44].

B) Systeme d’imagerie utilisé dans les aéroports etnpkes d'images obtenues avec ces appareils [45].

Ces systemes d’'imagerie sont considérés comme angeteux pour les personnes
exposées ou pour le personnel technique, car ité\adent efficaces a trés faible puissance,
bien que celle-ci ne soit pas communiquée pardesdants. Enfin, ils présentent une avancée
majeure en terme de gestion de problemes de s®daiis les lieux sensibles (aéroports,
palais de justice) car ils permettent de découlas objets non métalliques ou liquides cachés
sous des vétements. En outre, ces systéemes propasenusagers une alternative aux

palpations de sécurité, souvent percues commetteieta a I'intimite.

Cette technologie a été mise a I'essai en 2008 damombreux aéroports (technologie

Whole Body Imaging) [46], notamment aux Etats-U@lanada, Pays Bas, Russie.
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" Applications thérapeutiques des ondes MM

De nombreux pays de I'Europe de I'Est (Russie, iaqmee les pays de I'ex-bloc
Soviétique), utilisent les ondes MM en thérapigjuklle présente l'avantage d'étre une
technique non-invasive. Des appareils, dont leguéces de fonctionnement les plus
utilisées sont 42,2 GHz, 53,6 GHz, 61,2 GHz, oétd#veloppés et commercialisés a partir
des années 8@igure 10) [47].

A)

Figure 10 : Générateurs d’'ondes électromagnétiquesIM utilisés en thérapie (A) en Russie et (B) en
Ukraine [47].

Ces appareils émettent des rayonnements dont |€s 408t comprises en général
autour de 10 mW/cmz2. Cette thérapie est utilisadeseu en complément de techniques
meédicales « classiques » afin de traiter des peesorcontre les douleurs articulaires
(arthrose), les maladies cardiovasculaires ou ent®rdiabéte. En réalité, I'éventail de
maladies traitées par cette thérapie est extréntevaste [48], ce qui laisse pantois la plupart
des scientifiques occidentaux. Les effets bénéfigieece type de thérapie sont basés sur des
données empiriques, et il est tres difficile deed@iner un modele d’action précis des ondes
MM de faible puissance. Bien que quelques hypothésaient proposées, beaucoup
d’interrogations subsistent : comment des ondesngupénétrent que trés peu dans la peau
peuvent avoir un effet sur I'organisme complet urBooi les thérapies ne semblent étre
efficaces gqu’'a certaines fréquences et, par coesdqy a t'il une fenétre d’action précise ?
Pour le moment et malgré de nombreux travaux mkndessus, ces questions restent sans

réponse.

B. Les effets biologiques des ondes millimétriques

La peau est la principale cible des ondes MM. Galiene pénétrent donc pas dans tout
'organisme. Leur interaction avec la matiére vieacorrespond par ailleurs essentiellement a
'absorption par l'eau libre des tissus qui peutnerea deux types d'effets, ceux dits

thermiques et ceux non thermiques.
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L’existence d’effets non thermiques liés uniquemaantrayonnement EM suscite de
nombreuses controverses. Il est donc tres diffidéeles justifier, puisqu’'une élévation de
température locale au niveau d'un tissu peut tasjae produire et étre difficilement
deétectable. Des la fin des années 60, de nombrauaux ont été menés sur les effets non
thermiques des ondes, en particulier dans le dardes ondes MM. Webb et Dodds ont tout
d’abord montré que chdzscherichia coli (E. coli), la fréquence d’exposition pouvait avoir un
impact sur les taux de croissance [8]. Cette hygmahut ensuite reprise par Frohlich, qui
établit la théorie selon laquelle les systemes oligues fonctionneraient comme des
oscillateurs [49]. Ainsi, lors d’'une exposition des systemes aux ondes EM, I'énergie
fournie ne serait pas dissipée sous forme de dhadéu’agitation des molécules pourrait
déclencher des oscillations de macromolécules.e&eil pourraient jouer un réle dans les
systemes biologiques actifs et ainsi provoquerrdastions biologiques [50]. Par exemple,
lors d'une réaction enzymatique, il pourrait existene force d’attraction entre deux
partenaires (enzyme et substrat par exemple), s tes deux sont dans un méme état
d’excitation a la méme fréquence de résonance.eG®ttitation pourrait provenir d’'un
relargage d’énergie meétabolique qui pourrait dédien l'activité enzymatique. Ces
phénomenes de résonance de macromolécules semitefbis dépendants de la fréquence,
et compris dans une gamme entre 100 et 1 THz [B1,Cette hypothese est cependant loin
d’étre partagée par les chimistes et les bioch@sist

Pour les ondes MM, les effets non thermiques soat connus et restent encore
hypothétiques. Pour I'instant, les limites d’expiosi sont donc fixées par rapport aux effets
thermiques. Les ondes MM sont déja utilisées eratfié (autour de 10 mW/cmz?) [47], dans
le monde des transports (systemes de détectionensgs anti-collision et évitement
d’obstacle) et, enfin, vont probablement se répanavec la prochaine apparition des
nouveaux systéemes de télécommunications sans uil,fanctionneront cependant a des
puissances relativement basses. L'expansion d'uavesau type d’ondes, de surcroit
susceptibles d’'avoir des effets biologiques (wtlisn en thérapie) suscite un regain d’intérét
dans le domaine de la recherche. Dans un premmgrste’essor important de la thérapie par
ondes MM, ainsi que les études démontrant leucafiié clinique, en tant que médecine
complémentaire, pousse les scientifiques a tergecotnprendre et décrire les mécanismes
biologiques résultant d’'une interaction entre cesles et I'organisme. Il parait en effet
paradoxal que des ondes, souvent appliquées enoimh jprécis et pénétrant aussi peu

profondément dans la peau, puissent avoir un sffiet organisme entier. Dans un deuxieme
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temps, il devient indispensable d’évaluer si I'ajin prochaine de sources d’exposition
permanente a des ondes absentes du spectre ékgtrétique naturel peut avoir des
conséguences pour la santé. Bien gu'ils soientjdtoldle débats, de nombreux effets
biologiques des ondes MM sont rapportés danstidiure. Dans ce domaine, les résultats
observés par certaines équipes n’ont pu étre rapgsod out comme dans le domaine de la
téléphonie mobile, il existe aussi, entre les égmiighe recherche, des divergences importantes
dans le choix des modeéles d’études, dans les digp@périmentaux utilisés, tout comme

dans les choix de fréquence et de puissance.

La compréhension des interactions entre les ondies eérganismes vivants passe par
une détermination précise des mécanismes physiguissbiologiques mis en jeu. De par
leurs propriétés physigues (longueur d’'onde notantynees ondes péneétrent trés peu au sein
de l'organisme. Leur principale cible est la pequi constitue la premiére barriere entre
'organisme et le monde extérieur et possede uganisation en plusieurs couches, chacune
d’entre elles possédant des caractéristiques €liffés tant au niveau de son organisation,
gu’'au niveau des cellules la constituant (pour mlasdétails, voir la partie Structure de la
peau, en annexe lll). Les champs électromagnétiqeevont pas pénétrer de maniere
homogene au niveau de ces différentes structuias. pouvoir comprendre pourquoi une
exposition de la peau peut avoir un effet biologigant sur 'organisme entier qu’au niveau
cellulaire, il est avant tout nécessaire de maitriensemble des parametres d’exposition
(distribution de DSP, répartition du DAS et de kmpérature dans les échantillons
biologiques), ce qui permettra d’assurer une medleeproductibilité des expérimentations,
ainsi qu’'une meilleure compréhension des mécanishiemgiques découlant de cette
interaction. Pour cela, des expériences de dosanétmt indispensables et permettront
d’identifier, pour une fréquence précise, les @ldieologiques potentielles. Dans le domaine
des ondes MM, ces expériences sont relativemeninpewbreuses ; toutefois la plupart de
celles réalisées l'ont été sur des modeles de pancipale cible des ondes MM)
reconstitués numériquement ou encore sur des nsooedenstitués de cultures de celldles
vitro. Une fois cette étape franchie, des expérientesro etin vivo pourront ensuite étre

réalisées.

Dans cette revue de I'état de I'art, nous noug@sterons dans une premiére partie aux
modeéles numériques de peau utilisés pour tenteodgwrendre les interactions possibles au
cours de traitement par ondes MM puis, tout eniltiiales effets thérapeutiques possibles

de ces ondes, nous évoquerons les propositiongdanismes d’actions. Dans une deuxieme
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partie nous nous focaliserons sur les travaux @sitdur I'effet potentiel des ondes MM sur
différents types de cultures cellulaires. Enfinnglaine derniere partie, nous détaillerons les
effets potentiels d’'ondes MM sur des biomolécules.

" Utilisation de modeles de peau et dosimétrie

La peau est la cible principale des ondes MM. Cedémiere est constituée de trois
couches, I'épiderme, le derme et 'hypoderme (us de détails, voir 'annexe 1ll). Suivant
la partie du corps exposée (chez I'étre humainegxample), la constitution de I'épiderme
peut changer ; I'épaisseur de la couche cornéegmldtre plus épaisse (paume des mains,
talons) ou plus fine (peau de I'avant bras). Emegués teneurs en eau des différentes couches
de la peau sont variables. La permittivité desiidsiologiques aux ondes MM, dont la peau,
proviendrait de la polarisation des molécules d'#anes. La couche cornée contient la plus
petite quantité d’eau (30-43%), celle-ci étant mtgoement liée, puisque associée a des
biomolécules [53]. La quantité totale d’eau conterdans la partie viable de I'épiderme
(hormis la couche cornée) et du derme serait campentre 65 et 70%. L'eau serait
cependant plus importante dans le derme papiligire dans le derme réticulaire [54].
L’hypoderme serait caractérisé par une faible teeaeweau. En raison de ces variations, et du
fait des compositions différentes de chaque coudehka peau, la distribution du champ EM
ne sera donc pas uniforme [55, 56]. Tout ceci @sicda prendre en compte lors des
expériences de dosimétrie et illustre bien la ditfé de la tache. Les expériences de
dosimétrie sont indispensables pour permettre derrdéner les parametres d’interactions

entre les ondes MM et la peau tels que :

* Ladensité de puissance (DSP)

* La profondeur de pénétration des ondes MM
* La réflexion des ondes

* L’augmentation locale de température.

Au cours de leurs expériences, Alekseev et colleffbe 56, 57] ont tenté d’évaluer la
profondeur de pénétration des ondes MM a des frémpseet des puissances proches de celles
utilisées en thérapie (42 a 62 GHz, 10 mW/cm?)rieela, ils ont effectué des expériences de
dosimétrie sur des modeéles de peau humaine, etémnbntré que les ondes MM pouvaient
pénétrer dans I'épiderme, dont I'épaisseur est,tlendn (pouvant aller jusqu’a 0,7 mm sur
certaines parties du corps (talon, paume des mahk) derme, dont I'épaisseur est comprise

entre 1 et 2 mm. Les profondeurs de pénétration den0,4 mm pour une fréquence de
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62 GHz et 0,65 mm pour une fréquence de 42 GHz.obeles MM peuvent donc interagir
avec les différents types de cellules rencontréesemn de ces deux couches respectives. Les
résultats obtenus pour deux fréquences (42 et 64) &bt représentés danditpure 11.

Fréquences 42 GHz 61 GHz
et DSP utilisées 10 mW/cm? 10 mW/cm?
[ 5.7 mwrem? 6.2 mWicm? ||
EPIDERME
— 4.1 mWicm? ———— 4.1 mWicm? —
l l DERME PAPILLAIRE
Pénétration de 'onde I 22mwiem®* — 1.7 mWicm® —|
et DSP associée DERME
| | DERME RETICULAIRE
— 0.11 mWicm* —— 0.02 mWicm?* —]
HYPODERME

Figure 11 : Dosimétrie par utilisation de modele nmérique de peau

Dans ce modéle, la peau est subdivisée dans $ésdtes couches habituelles, épiderme, dermet{taghde la
couche de derme papillaire et de la couche de deg¢timilaire) et hypoderme. Les DSP dans ces diffi&s
couches ont été calculées pour deux fréquencesst, 82 GHz (proches de celles utilisées en thérggms3édant
la méme DSP initiale (10 mW/cm?) [55, 56, 57].

Les couches de la peau ou pénetrent ces ondesrmoatit des types cellulaires
différents. Au niveau de I'épiderme, les princigaleellules cibles sont les kératinocytes
(majoritaires dans cette structure), les mélanasgymsi que les cellules de Langerhans. Le
derme papillaire contient quant a lui de nombrefdibess nerveuses, des capillaires sanguins,
ainsi que des cellules de I'immunité, telles querecrophages et les mastocytes. Enfin, le
derme réticulé est tres riche en fibroblastes. @eéie permet de mettre en avant la DSP
associée a chaque couche de la peau, offrantlaipessibilité de déterminer la mise en place

d’'un éventuel mécanisme d’action a la suite d'wposition.

Enfin, il est possible d’utiliser un modéle numéecde plaque de culture cellulaire pour
pouvoir caractériser précisément la distribution adhamp EM et du DAS. Cet outil est
indispensable puisqu’il est impossible, en condgiexpérimentales, d’employer des sondes
pour déterminer respectivement les champs éleetsigti la température dans le milieu. Dans
un récent article, Zhadobov et collégues ont déterndes distributions de DAS local au
niveau d’'une monocouche de kératinocytes exposdssaondes de fréquences comprises
entre 42 et 64 GHz ; les cellules reposant dansboite de culture et étant exposées par en
dessous a une DSP de 1 mW/cm2. Ils ont ainsi éitiiree méthode numérique de dosimétrie et
comparée celle-ci a une méthode de thermométriéalRaide d’'une caméra thermique a
haute résolution). A lissue de cette étude, letews ont confirmé par une approche

expérimentale les résultats obtenus avec I'appraahgrique [58].
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La modélisation numérique est un pré-requis indgispble a toute expérimentation,
puisqu’elle permet de caractériser précisément desditions expérimentales et ainsi
d’exclure tout risque d’effet thermique.

" Les effets des ondes millimétriques utilisées endtapie

Cette techniqgue meédicale s’est développée en URSSS tbs années 70 puis s’est
largement répandue dans les pays satellites dul@andécennie suivante avec la
commercialisation d'appareils spécialement dévadspp cet effef(figure 10) [47]. Ces
appareils fonctionnent a des densités de puissaoreprises en général autour de
10 mW/cmz; la profondeur de pénétration des on@des ¢ peau étant relativement réduite.
En général, la thérapie par les ondes consistenerexposition locale de la peau (2-3 cm de
diametre figure 10) [59] et, curieusement, il semblerait que le digpplication de ces ondes
ne soit pas dépendant de la pathologie traitegyéaéral, hormis les plaies ou pathologies de
la peau, les tissus ou les organes affectés scalidés dans une zone assez éloignée du point
d’application de ces ondes. Des applications saited au niveau du sternum, des
articulations de I'épaule, sur certaines zones tAne ou encore au niveau des zones
biologiques actives recensées par I'acupuncturg P& ailleurs, le nombre d’expositions,
ainsi que leur durée semblent variables. Enfintagson de la DSP utilisée, seule une légere
augmentation de la température de la surface @eatle I'ordre de quelques dixiémes de
degré) peut étre observée, suggérant ainsi quenckes ne peuvent générer d’effet thermique

important.

L’étude des effets thérapeutiques des ondes MM racaun essor extrémement
important dans les ex-pays du bloc soviétique tande les autres laboratoires occidentaux
ne manifestaient pas un réel intérét. De nombretasens peuvent en partie expliquer ce
choix. Avant le développement de cette pratiques peu d’essais cliniques ont été pratiqués
et ceux-ci n’étaient pas aussi stricts que ceuxési@tans d’autres pays. Les expériences
étaient rarement menées en double aveugle et debraorm paramétres d’exposition
semblaient étre choisis de maniére arbitraire : D8RIente, modulation et polarisation du
signal, site d’exposition, durée et nombre d’exposs. Autre €élément ajoutant des doutes sur
cette technique, le choix des fréquences thérapeagin’était pas justifié scientifiquement.
En ce sens, Pakhomov et collegues soulignent gamsrévue qu’ils n'ont pas retrouvé les
publications a l'origine du choix de ces fréquenpescises [60], ce qui est aussi souligné
dans les travaux plus récents de Radzievsky exquadls [59]. Il est important de noter que
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trois fréequences (42,25 GHz, 53,57 GHz et 61,22)Gte pourtant été déclarées d’intéerét
thérapeutique par le Ministéere Russe de la Santdin Ede nombreuses études ne
correspondaient qu’'a des cas cliniques impliqguaatent un seul patient, d’ou une certaine
difficulté a généraliser les résultats obtenus.rRmmclure, il n’a pas été avancé de théorie
rationnelle qui permettrait d’expliquer les effels ces ondes [59]. Malgré tout cela, plus de
trois millions de personnes auraient bénéficié eledype de thérapie. || semblerait toutefois
gue les études menées depuis une dizaine d’anagesancent a utiliser des protocoles ainsi
gue des critéres d’évaluation d'effets cliniguesaum®up plus stricts et proches de ceux
utilisés dans la plupart des autres laboratoiresit-Btre que de nouvelles avancées seront

faites dans un avenir proche dans ce domaine.

Il apparait que les ondes MM pourraient avoir uteptiel clinique intéressant. Cette
technique, bien que la plupart du temps employémermplément de méthodes médicales plus
conventionnelles, peut toutefois étre employée esellne liste (non exhaustive) des
pathologies traitées par ces ondes (seules ou emplément de traitements
pharmacologiques) est résumée dartabéeau 1[48].

Pathology Feature(s) studied Patients Efficacy References
treated
Malignant skin Absence of metastases 59* 58.9% during 5-year follow- (56)
melanoma after surgery up versus 28.5% without
MWT
Cancer of ear, nose Prevention of wound 50* 76% versus 35.3% without (56)
and throat infection after surgery MWT
Atopic dermatitis Prevention of relapses 112* 85% during 4-year follow-up (48)
versus 47% without MWT
Active lung Cavities closing after 3 86* 59% versus 30% without 78)
tuberculosis months of treatment MWT
Peptic ulcer 1) Ulcer healing 2720* 1) 80.4% (36)
2) Pain relief 2) 99.7%
Duodenal ulcer 1) Ulcer healing 20 1) 95% in 2 weeks (96)
2) Pain relief 2) 100% after 3—4 sessions
Peptic ulcer Ulcer healing 148* and 50** 95%* in 17.2 +1.7 days (62)
100%** in 11 +£0.77 days
Peptic ulcer Ulcer healing 50%* 100% in 2 weeks (54)
Unstable angina Microcirculation, lipid 25* and 25*%* Improvement of (83)
peroxidation, immune microcirculation,
activity CD4 +/CD8+ T-cells ratio

nermalization, SOD activity
increased, serum
complement activity

decreased

Coronary artery General conditions, 326* Decreased duration of 64

disease in-hospital stay, blood in-hospital stay, decreased
tests stress reaction, improved

blood counts

Acute heart attack Pain relief 117%* Total pain relief in 97.3% (98)
patients

Hypertension Cerebral blood flow 45+ Improvement of cerebral (44)

blood flow

“MWT was used together with an appropriate conventional drug therapy; ** MWT was used as a monotherapy.

Tableau 1 : Exemple des différentes pathologies titées par une thérapie aux ondes MM et efficacitédes
traitements

Dans certains cas, cette thérapie était utilisake sdans d’autres, en complément de traitementicadenteux
[48].

Rojavin et Ziskin ont regroupé les effets thérajprigis des ondes MM en trois grandes

catégories :

» Effets sédatifs et analgésiques

+ Effets anti-inflammatoires et stimulation des mésanes de cicatrisation
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» Stimulation du systeme immunitaire.
Au cours des paragraphes suivants, nous allonsedaquelques exemples d’effets
recensés pour chacune de ces catégories et détaltancée de la recherche dans ces

domaines respectifs.

Effets sédatifs et analgésiques

Dans le domaine de la lutte contre la douleur,ecafiplication peut, par exemple,
constituer une alternative aux traitements pharotépees analgésiques classiquement
prescrits, ceux-ci ayant un co(t non négligeablpoetvant présenter un risque pour la santé
des patients (effets secondaires, risque d’accaarae) [47]. Ces effets sont les plus décrits
dans la bibliographie mais de nombreuses publicatsrientifiques restent peu accessibles
puisque rédigées en Russe. De méme, de nombreursdsubsistent sur les protocoles
expérimentaux employés, ainsi que sur la reprobilitdi possible des résultats obtenus [59].
A titre expérimental, deux laboratoires occidentaindient ces effets potentiels, a l'aide
d’expériences sur des modéles animaux, ou sur dssaihs, dans des conditions
rigoureusement contrdlées (répartition aléatoirs gepulations testées, expériences en
double aveugle) et les résultats sont parfaitemgmtoductibles sur ces deux modeéles. Le
tableau 2 présente quelques exemples d’emploi possible ddesoMM dans le traitement

contre la douleur dans certaines pathologies.

N MW frequency ‘Power density Site of MW application Design Oxford Source/year
(GHz) (mW cm™) scal

12 4225 30 Lower third of sternum RCT crossover 5 (21)/1999
is 204 5478 0.003 Carotid sinus, vertebral arteries nRCT (4] (22)/1998

| hypertension 56 60-63 Missed AP RCT 1 (231992
Joint pain Primary OA 114 55-62 0.01 AP RCT 1 (25)/1998
JRA 138 535 AP RCT 1 (261996

DCTD 12 54-78 25 Periarticular tender points Case series 0 (27) 2003

RA 12 54-64 25 AP RCT 5 (28)/2003

Postoperative pain  Brain lesions 42 4225&535 10 Hands and feet Case series 0 (29)/1998

1 ‘Wound area RCT 4 (311995
10 : RCT 3 (32)/2001
10 RCT 3 (33)/2003

10 RCT (34)/1995

s: nRCT, non-randomized controlled trial; AP, acupuncture points: JRA, juvenile rheumatoid arthritis;
se; RA, rheumatoid arthritis.

Tableau 2 : Exemple d’études cliniques menées dafes traitement de la douleur par une thérapie par
ondes millimétriques

Ce tableau a pour but de présenter I'emploi posslel la thérapie par ondes MM dans un certain nerdbr
pathologies, afin de lutter contre la douleur.

L'échelle d'Oxford permet d’évaluer la qualité médologique des tests cliniques effectués (au nid=ila
répartition aléatoire ou non des patients et daisetnents, avec 0 = test clinique qui ne remplituaudes
criteres, 5 = tous les critéres remplis) [47].

Dans un article récent, Radzievsky et colleguepgesent un mécanisme d’action
possible des ondes, en se basant sur des modpkrsmeentaux de la douleur appliqués a des
souris, ainsi que sur les données déja présentssladittérature [59]. Selon leur hypothése,
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I'exposition de la peau a des ondes MM initieraie cascade d’évenements qui pourrait étre

divisée en 4 étapes :

* Une phase d’initiation
* Latransmission du signal au systeme nerveux deSiNC)
* Une phase de modulation de la fonction du SNC

* Une phase de réponse systémique.

La pénétration des ondes MM au niveau de la peain&sieure a 0,5 mm (selon la
frequence employée). Ceci limite par ailleurs lenboe de cibles possibles de ces ondes au
sein de I'épiderme. Il existerait cependant degqseterminaisons nerveuses libres au niveau
des couches superficielles de la peau. Cette citeraentre les ondes et les terminaisons
nerveuses libres, qu’elle soit directe ou non, derétre une étape obligatoire a I'effet induit
par les ondes. Pour étayer cette hypothese, ilsasent sur des résultats obtenus lors de
précédentes études menées sur des culinrastro de neurones et nerfs isolés, ou |l
apparaissait que ceux-ci pouvaient modifier leunactéristiques fonctionnelles en réponse
aux ondes [61]. Il semblerait donc que les ondes MMertaines fréquences puissent
influencer I'activation des neurones sensitifs, xceuabsorbant sélectivement I'énergie des
ondes, en raison d'une teneur en eau plus impertqne le reste de I'épiderme, ce qui
pourrait provoquer I'apparition locale d’'un gradiate température. De méme, dans leurs
travaux, Radzievsky et collegues ont montré quepbsition aux ondes MM entrainait des
modifications de la concentration en enképhalineléoule appartenant a la famille des
opioides endogenes, connue pour étre impliquée ldaréponse aux stimuli de la douleur
mais aussi dans la régulation de fonctions vitéfkEm, soif, systeme immunitaire) [59]. Ceci
pourrait donc expliquer les effets biologiques obée. Cette hypothése de mécanisme
d’action est extrémement séduisante mais restendapea confirmer non seulement par des

études cliniques, mais aussi par des études degmatellulaire.

Effets anti-inflammatoires

Il apparait que les ondes MM puissent moduler f@mée inflammatoire. Lorsque I'on
se référe aux effets décrits dans le paragrapregeat, on ne peut s’empécher de penser,
tout du moins dans certains cas pathologiquesmnalication de cellules pro-inflammatoires.
Szabo et collegues ont tenté de comprendre poutiuobmbreuses pathologies (de la peau
notamment) causées par des inflammations furemiegupar des thérapies aux ondes MM.

Pour cela, ils se sont focalisés sur le role pakdes kératinocytes et ont exposé la lignée
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cellulaire HaCaT (issue de kératinocytes) a unguieéce thérapeutique (61,22 GHz). lls ont
observé une augmentation de la sécrétion de Ietkine-1 (IL-15), molécule pro-
inflammatoire. Celle-ci pourrait expliquer I'efféhérapeutique des ondes, puisque par sa
sécrétion dans la circulation sanguine elle sdatvita messager moléculaire et activerait
d’autres cellules [62]. Plus récemment Gapeyev adfiegues ont étudié les effets anti-
inflammatoires des ondes MM de faible puissancanetiant en avant des effets fréquences
et puissances dépendants dans un modele d’inflaoomaigué chez des souris [63]. Selon
ces auteurs, la dépendance d’'une réponse biologiquee fréquence précise pourrait étre
causée par linfluence des ondes sur la dynamigtractsrale et les transitions
physicochimiques dans les protéines. Concernanffeti’eanti-inflammatoire observé
expérimentalement, ils ont proposé le modele stivéors d'un traitement aux ondes, les
mastocytes de la peau libérent les substances qu'ils syrsiéti en raison d'une
modification de la concentration en“Céibre intracellulaire (provoquée par le traitemank
ondes). Les substances libérées dans le flux sanpguéent un réle clef dans les processus
inflammatoires ou immunitaires. Une des moléculgacfpalement relarguée, I'histamine,
aurait un effet anti-inflammatoire et réduiraitrf@gration ainsi que I'activité fonctionnelle
des phagocytes et des lymphocytéqa3].

Stimulation du systéme immunitaire

Les ondes MM peuvent accélérer les processus dérisation et stimuler le systéme
immunitaire. De nombreuses expériences ont été esemar des animaux de laboratoire
présentant des blessures. L'application des onddsdilectement sur une surface infectée
pourrait réduire la contamination microbienne eggraanter la sensibilité des micro-
organismes aux antibiotiques. De méme, la thérppreondes MM pourrait accélérer la
récupération chez des patients atteints de fraxtuesouffrant de plaies (consécutives a des
brllures par exemple), infectées ou non. Cetteaphérest aussi beaucoup utilisée pour

soigner les ulcéres.

Les ondes MM pourraient aussi moduler le systemmumnitaire de maniére non

spécifiqgue, puisque dans certains cas, il a étéereésque l'activité phagocytaire des

! Les mastocytes sont des petites cellules hautespétialisées jouant un réle de protection desidiss
épithéliaux (dont la peau), des muqueuses et dis papillaires sanguins contre des agents pattexé

Z Les lymphocytes sont une classe de globules blédaasocytes) présentant des récepteurs de sugiace
antigénes variables. Il existe deux classes pratesp de lymphocytes, les lymphocytes T, qui régisse
limmunité cellulaire, et les lymphocytes B, quigigsent I'immunité humorale, en sécrétant des presé
dénommées immunoglobulines ou anticorps. Pourgeugétails, se reporter a I'annexe V.
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macrophages a été accentuée, tandis que dansedailifpeut se produire une augmentation
de la synthése des lymphocytes T ainsi qu'un réiécage du ratio des lymphocytes T
CD4+/CD8+. Enfin, il a aussi été observé une plizde quantité de lymphocytes B, ainsi
gu’une sécrétion normalisée d'immunoglobulines pligart des revues scientifiques relatant
ces effets ne sont malheureusement pas dispomiblasglais mais sont toutefois relevées par

Rojavin et Ziskin, dans leur travail de synthedeatié en 1998 [48].

Lors de traitements de cancers, la thérapie pae MM a été utilisée en complément
de la chimiothérapie et de la radiothérapie afirstiauler le systeme immunitaire mais aussi
de réduire les effets toxiques de ces deux demliéfee étude menée en 2006 par Makar et
collegues a justement tenté de déterminer I'actiomuguée du cyclophosphamide (CPA),
médicament anti-cancéreux, avec celle des ondes déM61,22 GHz sur les fonctions
immunitaires de souris [64]. Le CPA, médicamengdanent utilisé en chimiothérapie,
produit des effets secondaires importants puiscabiime les tissus hématopoiétiques et
lymphoides et entraine par conséquent un affadsisesit important du systéme immunitaire.
Dans ces travaux, Makar et collégues ont ainsi réoqtie I'exposition aux ondes MM
permettait de restaurer la synthése du facteurmatg@trosant de la tumeur (« tumor necrosis
factor alpha », TNFy) produit par les macrophages, alors que cellesait alisparu, suite au
traitement au CPA. Cette substance, appelée cybkest produite par les macrophages
activés et va orchestrer la différenciation, I'aation, la prolifération et la survie de la plupart
des cellules immunocompétentes. En paralléle & aefprise de synthése, un taux de
prolifération plus important des lymphocytes T @sservé, accompagné d’une augmentation
significative de la synthese d’interférgn(IFN-y) (produit par ces mémes lymphocytes).
L’IFN-v est la principale cytokine capable de stimulectiation des macrophages, afin que
ceux-ci produisent le TNE: Dans cette étude, I'exposition aux ondes MM duwaeiive les
cellules impliquées dans l'immunité a médiation [ualre (les lymphocytes T). Le
mécanisme d’action proposé par les auteurs edtidgdiena celui détaillé dans le traitement de
la douleur (voir plus haut) puisque, en résumé&seiinblerait que les opioides endogenes
régulent le relargage de cytokines des lymphocktes des macrophages, résultant ainsi en
une protection contre les effets secondaires inghst les médicaments anticancéreux tels que
le CPA.

Des travaux, menés par la méme équipe, dans la nigmée cellulaire, ont été

entrepris afin de déterminer si les ondes MM a &2 pouvaient avoir un effet sur les

! Cytokine : petite protéine soluble produite pae aellule (par exemple un macrophage) et capabfeattfier
le comportement ou les propriétés de cette ménh@eelu bien d'autres cellules [32].
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fonctions des cellules natural kiltefNK) chez des souris, & la suite d’'un traitemenC&®A.
Ces cellules NK sont activées par le CPA de marséggificative au bout de 7 jours de
traitement. Cette activation se traduit par I'exgsien, au niveau de la membrane plasmique
de ces cellules, d’'une protéine nommée CD69, qui pgir comme un co-stimulateur de la
sécrétion de cytokines. Associée a cette activatiome augmentation significative de
production de TNFr est aussi observée mais, paradoxalement, le CR#&ogue une
inhibition de l'activité cytolytique des celluleSKN Lorsque les souris sont traitées au CPA et
en parallele soumises aux ondes MM, 'augmentatiantivation des cellules NK est encore
plus prononcée. De méme, celles-ci récuperent ¢dapacité cytolytique. Les ondes MM
pourraient moduler I'effet du CPA sur les celluMi. Le mécanisme exact de protection du
systeme immunitaire par les ondes MM est encorecorapris [65].

" Cultures de cellulesn vitro et exposition de biomolécules

En 1998, Pakhomov et collegues ont réalisé un itapbrtravail de syntheése sur les

travaux menés dans ce domaine [60].

Historiguement, les premiers travaux menés par Wetlibodds a la fin des années 60
ont mis en évidence que les ondes MM a 136 GHz aienv ralentir la croissance &e coli.
Peu de temps apres, I'équipe de Grundler déterti@restence de fréquences particulieres,
comprises entre 41,8 et 42 GHz, qui pouvaient aceébu ralentir la croissance de la levure
Saccharomyces cerevisiae (S cerevisiae). A la suite de ces études, Frohlich proposa le
premier mécanisme d’action potentiel des ondes MMi reposait sur I'hypothése de
I'existence de vibrations électriques cohérentedtethéorie suggérait que I'énergie fournie
par des ondes MM pourrait constituer une maniereéggler la croissance d’organismes
biologiques [8]. Les résultats expérimentaux ains la théorie découlant de ces résultats ne
furent pas confirmés par d’'autres équipes de rebleeles études dans ce domaine ont par la
Suite cesseé, pour reprendre vers la fin des arBtées les résultats obtenus depuis présentent
toujours des contradictions. Celles-ci peuvent,gample, étre résumées par les travaux de
I'équipe de Beneduci, qui mettent en avant ledai des cellules exposées a des ondes MM,
a une DSP inférieure a 10 mW/cm?2 ne se comportagtde la méme maniére selon leur

origine, cancéreuse ou normale. Outre le type le@lu expose, les effets biologiques

! Cellules NK : ces cellules, trés proches morphigiagment des lymphocytes sont des représentaniesines
de l'immunité innée. Elles ne possedent pas deptéues spécifiques aux antigénes et luttent colgse
infections virales ou les cellules malignes par angvité cytotoxique. Elles produisent en outre nambre
important de cytokines.

36



Introduction générale : Interactions des ondes avele vivant

semblent aussi dépendre de la fréquence d’irradiagit de la durée de celle-ci. Leurs
expeériences, réalisées entre 53,57 GHz et 78,33 &Hre DSP de 1 pW/cm?2 ont mis en
évidence une baisse de la prolifération cellulaa)s pour autant constater d’augmentation
de la mortalité [66]. Plus récemment, cette équipegpas démontré d’effet antiprolifératif des
ondes MM, a une DSP inférieure a 1 mW/cmz, a deguignces proches de celles utilisées en
thérapie (42,20 et 53,57 GHz) sur des celluleessie mélanomes [67].

Les études des effets des ondes MM ne se cantopasmtimplement a leur impact sur
la prolifération cellulaire. D’autres pistes ontsauété explorées, portant par exemple sur
l'interaction des ondes MM sur les membranes etisssis excitables. Aussi, au cours de cette

partie, nous essaierons de résumer les résultatsal@ux les plus récents.

Pour décrire les effets biologiques sur les custute cellulesn vitro, il faut distinguer
les études a des doses dépassant les limites remmges d’exposition de celles inférieures
aux limites d’exposition. Dans le premier cas,déets biologiques observés seront liés a un
effet thermique. En général, I'hyperthermie conduitin choc thermique, lequel entrainera
'induction des protéines de choc thermique. Suiwam intensité, ce choc thermique ménera
& une mort cellulaire qui pourra prendre I'une @utre forme (nécrodecellulaire & des
températures élevées, ou apoptodeune température plus modérée) en fonction de la

puissance recue [68].

Dans leur étude, Zhadobov et collegues ont étudigression de deux protéines
chaperons, HSP70 et la clusterine, connues poerpatiticulierement sensibles a une large
variété de stress environnementaux. Les auteusdrsepenchés sur quelgques phénomeénes
clefs allant de la transcription de ces génes taalduction des protéines correspondantes, a
'aide d'outils de biologie moléculaire, dans urignée cellulaire gliale humaine, apres
exposition a des ondes MM, a deux DSP différeries |{W/cm2 ou 0,54 mW/cm?), durant
16h ou 33h a 60 GHz. Les résultats obtenus ne diembrpas d’activation de ces deux
protéines chaperons, ce qui sous-entend que I'diggosie provoque pas de dénaturation
massive des protéines [69].

Beneduci et collegues ont, quant a eux, réaliséalservation-ultra structurale et ont

constaté que, apres des expositions comprises BBi{EY et 78,33 GHz a une DSP de

! Nécrose : mort brutale accidentelle des cellules. cellules gonflent, éclatent et libérent leunteau dans le
milieu, pouvant ainsi provoquer une réponse inflatuine.

2 Apoptose : mort cellulaire programmée, caractéripér un changement morphologique de la celluls. Le
cellules vont étre fragmentées en petites vésicemésurées de membrane plasmique et étre dégrpdédss
cellules environnantes et les macrophages, samsguer de réponse inflammatoire.
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1 uW/cmz, le nombre de mitochondries des cellulas Beaucoup plus important, celles-ci se
localisant préférentiellement au niveau des zooesammatrices d’énergie (RE, Golgi). Un
nombre de vésicules cytoplasmiques plus importaatissi été observé dans ces cellules.
Enfin, lors de mesures expérimentales, le métabelianaérobie des cellules exposées était
plus réduit, tandis que le métabolisme aérobiet é@aucoup plus marqué. Les auteurs
n'excluent donc pas qu'une exposition aux onded, apnstitue une modification des
conditions environnementales, pourrait provoques @erturbations physiologiques des

cellules qui, pour s’adapter, produisent plus d’giee[66].

Szabo et collegues ont constaté que des ondes Mive dSP de 1,23 W/cm? induisait
des changements structuraux au niveau de la memlplasmique de cellules issues de
kératinocytes humains (HaCaT), ainsi que cellesessi’'un mélanome murin (B16F10), se
traduisant par des phénomeénes d’externalisationpliesphatidylsérine (PS). En temps
normal, ces phospholipides membranaires sont nmagteen permanence au niveau du
feuillet interne de la membrane plasmique par deggssus actifs. Leur externalisation,
normalement irréversible, constitue habituellemerd étape précoce de I'apoptose. Pourtant,
lors de I'exposition des cellules aux ondes MMapbparaissait que cette externalisation était
réversible et n'avait pas de conséquences [68]. &q®riences complémentaires ont
démontré que l'inversion réversible des PS powsaiproduire a des puissances plus basses
gue celles utilisées, puisque dans un autre tylhdaiee, avec une DSP de 34,5 mW/cmz?, les
mémes phénomenes ont pu étre observeés. Il semlderai que cette externalisation puisse
provoguer une exposition a I'environnement extriduta@re de sites biologiquement actifs,

pouvant ainsi mener a des phénomenes biologiques.

Dans cette logique, il est possible de recourirudilisation d’'un modéle d’étude
simplifié, notamment les membranes biologiquedicidiles (ou biomembranes) ou encore
les vésicules lipidiques ou liposomes (voir annéxpour plus d’informations). En 2006,
Zhadobov et collegues ont étudié les effets dee®mMdM a 60 GHz sur des membranes
biologiques artificielles. Au cours de cette étuds, en prenant en compte différents
parametres (durée d’exposition, polarisation d&dgquence), il a été démontré qu’un faible
niveau de DSP (9 uW/cm?2) pouvait conduire a unemeungation visible de la pression
latérale s’exercant sur une monocouche phosphalipggd sans pour autant mener a des
modifications ultrastructurales [70]. Plus récemtm&amundo-Orlando et collegues ont
irradié des vésicules phospholipidiques géantessabddes MM a 0,1 mW/cm?2. La fréquence

retenue était de 53,37 GHz, considérée comme usdréguences thérapeutiques. lls ont
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observé, en temps réel et directement au microsdes ondes pouvaient déformer ces
structures. Il semblerait que l'interaction entes londes électromagnétiques et les résidus
dipolaires présents a linterface entre la membranda solution aqueuse pourrait étre a
'origine de la perturbation de ces structures. @edurbations se manifestaient par des
modifications ultrastructurales (changement de &rraccompagnées d’'une mobilité et d’'une
interaction entre vésicules plus importante. Il iegéressant de noter que, comme rapporté
dans I'étude de Zhadobov et collegues, ces eftetsréversibles et ne semblent pas liés a un

guelconque effet thermique [71].

1.3 Conclusion

L’utilisation massive des ondes MM dans les fusystemes de communication sans fil
ne va pas sans poser de questions quant aux risqaesarus par les utilisateurs potentiels.
Leur utilisation dans le domaine médical, en commgiét des méthodes thérapeutiques
« conventionnelles », tend a démontrer qu'un dfietogique serait possible et ce, a des
puissances relativement réduites, puisque compagtsir de 10 mW/cm?2. Des hypotheses
de mécanismes d'action de ces ondes sur l'organiemtger ont été formulées et
impliqueraient la mise en route de phénomenes detigns de différents types de facteurs

(anti-inflammatoires, cytokines, neuromédiateusspduisant a un effet biologique [47, 48].

Les études portant sur les effets potentiels deteorMM de faible puissances (
1 mW/cm?) sont peu nombreuses. Il ne peut y aveifals thermiques mais une exposition
prolongée pourrait produire des effets biologigpesentiels. Aussi, il parait intéressant de
tenter de comprendre plus en détails les mécanisRaagts d’interaction de ces ondes avec le
vivant. Pour cela, il est nécessaire de travaillans un premier temps, avec des modéles
d’études simplifiés, notamment des cultures deulesll Au cours de ce travail de thése, nous
avons donc tenté de déterminer si les ondes MMs&@&P proches de celles utilisées par les
futurs systemes de télécommunications pouvaienir algs effets potentiels sur celles-ci.
L’étude de la littérature montre que les ondes Mivitsapables de modifier I'état structural
des phospholipides dans les biomembranes [70, U1d'iaduire des changements dans la
structure des membranes cellulaires [68]. Elles rpaoent par ailleurs perturber les
phénomenes d’échanges ioniques [60, 72, 73]. Ehitiljsation de ces ondes en thérapie
démontre qu’il existe un effet biologique de ceddes) qui provient a la suite d’une

mobilisation du systéme sécrétoire (cytokines) @], De ce fait, le RE pourrait constituer
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une cible potentielle intéressante des ondes MM. d@ganite riche en membranes est
impliqué dans la synthése des lipides et des preg@nembranaires et sécrétées, et consititue
le lieu de stockage principal du Tacellulaire. Il présente la particularité d'étre
particulierement sensible a son environnement §stoxydant, carence en glucose, etc...)
mais a développé une stratégie d’adaptation panf@int efficace pour faire face aux
conditions changeantes de celui-ci. Dans la pattieante, nous allons expliquer en détails le
phénomeéne de stress réticulaire, ainsi que lesnisinas d’action mis en jeu par la cellule

pour s’y adapter.
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Deuxieme partie : Le stress du réticulum endoplasmue

2.1 Définition

Le RE est un organite membranaire ou va transéesémble des protéines sécrétées et
transmembranaires de la cellule. Elles y pénetrens la forme de chaines polypeptidiques et
sont rapidement prises en charge par différentsstyfe facteurs résidants dans le RE pour
subir de nombreuses modifications post-traductibesie c’est I'étape de maturation des
protéines. Les protéines naissantes vont ainsiéicqgleur structure tridimensionnelle, en
étant prises en charge notamment par des protéimgserons, dont la concentration est
particulierement élevée dans la lumiere du RE. liecfpal chaperon du RE est la protéine
BiP/GRP78 (Immunoglobulin Heavy-Chain Binding Pioté8 kDa Glucose Regulated
Protein), qui est impliquée dans l'aide au replistm#es protéines néosynthétisées, tout en
prévenant le phénoméne d’agrégation lorsque ceilss- retrouvent a I'état intermédiaire.
BiP est considéré comme I'équivalent, dans le REladgrotéine cytosolique de choc
thermique HSP70, ces deux protéines partageant @0fmologie au niveau de leur
structure, dont le domaine ATPas# le domaine de liaison au peptide. Au sein dy IRE
de la synthése de nouvelles protéines, le chaf@@®ronctionne en interaction au sein d’'un
complexe multiprotéique constitué entre autre d&suprotéines chaperons, telles que GRP94
et ORP150/GRP170 (pour Oxygen-Regulated Protein dlb@ 70 kDa Glucose Regulated
Protein). ORP150 est une protéine chaperon muétfas, puisque outre sa fonction initiale
(chaperon du RE), elle possede aussi un réle pieateuis-a-vis de la cellule, notamment en
cas de stress oxydant par exemple, ol cette peopé&iurrait bloquer le relargage du*Cdu
RE vers le cytosol, mécanisme généralement li@@optose [74]. Enfin, cette protéine peut
aussi étre surexprimée en réponse a une hyppgd& Pour pouvoir remplir leurs fonctions,
les chaperons fonctionnent en synergie avec detaperons spécifiques du RE, tel que SIL1
(facteur d’échange de nucléotide pour BiP) par elefv6].

En plus d'étres repliées, les protéines subiromsiad’autres modifications, dont la
formation de ponts disulfures entre les cystéiresug I'action des protéines disulfures
isomérases appelées PDI), du fait de I'environnérogpdant dans la lumiere du RE [77],
ainsi que des phénoménes de glycosylation via lyessidases (annexe Il). Le RE, dont les

! ATPase : enzyme qui catalyse I'hydrolyse de |'adéme triphosphate (ATP).
2 Hypoxie : diminution de la quantité d’oxygéne,(Qtilisable par les tissus.
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fonctions sont finement régulées, fait partie ind@te de la cellule et peut étre directement

victime des perturbations subies par celle-ci.

Au quotidien, les cellules doivent faire face a dasations de niveaux de métabolites
et de flux ioniques, ainsi qu'a des afflux de pmdé sécrétées ; autant de phénomeénes
nécessitant des petits ajustements au niveau pbgmjoe. Ces derniers sont parfois
beaucoup plus importants afin que les cellulessgmisfaire face a différents types de stress
environnementaux (hypoxie, exposition a des radidiéwes, rayonnements ionisants, toxines
ou produits chimiques) et se traduisent par la rarseoute d’'un programme d’adaptation ou
sous la forme de modifications de I'état physiodpg de la cellule, qui se traduisent par la
synthése de protéines spécialisées. La mise ere rd@t ces meécanismes met ainsi a
contribution le RE ; on parle alors de stress uédice ou stress du RE. Dandfilgure 12 [78]

sont repris les différents facteurs capables deedéler un stress du RE.

Encombrement ou blocage
du systeme sécrétoire

Privation de glucose Inhibiteurs

ﬂ de la glycosylation
Infection virale \ X // Perturbation de la

lonophore syntheése des lipides

Accumulation de
calcique = protéines dénaturées /_‘% Stress oxydant

8tress du RE

Figure 12 : Exemples d’évenements pouvant mener astress réticulaire
Les facteurs déclenchants peuvent étre d’origiterelde ou artificielle, adapté d'apres [78].

Dans certains cas, le déséquilibre entre la chemgarotéines a conformer et a maturer,
et la capacité du RE a remplir cette tache semitmportant. Concréetement, la quantité de
protéines a replier sera trop importante et le RBpourra plus y faire face [79, 80, 81]. Ce
phénomene peut se produire naturellement dansirestaellules spécialisées ; c’est le cas
notamment lors des réactions immunitaires ou irganent des plasmocytes, qui sécrétent
des anticorps et présentent un RE extrémementaj#el Ce phénomene est aussi retrouvée
dans les cellule du pancréas (sécrétant I'insuline) ou les hépaéscyui sont des cellules a

forte capacité sécrétrice.

En dehors de ces cas « physiologiques », ou laleabntrdle, jusqu’a un certain seulil,
son état de stress réticulaire (les phénoménestdddmécédemment sont épisodiques),
d’autres évenements peuvent aussi concourir a dtertgher. Une infection virale peut
entrainer une synthese massive de protéines daRrg,lde virus détournant la machinerie

cellulaire pour pouvoir synthétiser ses propresgimes et proliférer [82]. Enfin, il existe
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aussi des sources de stress dites endogenes,llesqgont causées par des maladies dites

conformationellegtableau 3)[82].

Type/disease Affected protein
Cystic fibrosis CFTR
Diabetes mellitus Insulin receptor
Albinism/tyrosinase deficiency Tyrosinase
| -Antitrypsin deficiency without liver disease o -Antitrypsin
Cardiovascular diseases Lipoprotein(a)
Cengenital hypothyroidism Thyroglebulin
Thyroid peroxidase
Thyroxine binding globulin
Famuilial hyperchvlomicronemia Lipoprotein lipase
Familial isolated hypoparathyroidism Preproparathyroid hormone
Global polyvendocrinopathy associated with obesity and infertility Carboxypeptidase E
(farfar mouse)
Hemophilia A Factor VIII
Hypercholesterolemia LDL receptor
Laron dwarfism Growth hormone receptor
Diabetes insipidus Arginine vasopressin (AVP)
AVP receptor 2
aquaporin-2
Obesity Prohormene comvertase 1
Osteogenesis imperfecta Tvpe I procollagen
Decorin
Parkinsonism, autosomal recessive juvenile Pae I receptor
Protein C deficiency Protein C
Spondyloepiphyseal dysplasia due to hypochondrogenesis Type I procellagen
von Willebrand disease von Willebrand factor
Spondylopenpheral dysplasia Type II collagen
B-Amyleoid toxicity B-Amyleid
a1 -Antitrypsin deficiency with liver disease o] -Antitrypsin
Charcot-Marie-Tooth disease Peripheral myelin protein PMP22
Diabetes mellitus in the Akita mouse Insulin 2
Pelizaeus-Merzbacher leukodystrophy Proteolipid protein
Pre-senile dementia’'myoclonus Neuroserpin
Abetalipoprofeinemia Apolipeprotein B/microsomal
triglyceride transfer protein
Combined ceagulation factors V and VIII deficiency Factor V, factor VIIILMAN1
Factor V. factor VIIIMCED2
Bipolar disorder XBP-1
Colitis (mouse model) IRE1R
Diabetes mellitus (mouse model) PEEK
Hypoglycemia {mouse model) el 2a
Wollcott-Rallison syndrome PEEK
Polyglutamine diseases {dentatorubral-pallideluysian atrophy, Proteasome
Huntington’s disease, spinobulbar muscular atrophy,
spinocerebellar ataxia)

Tableau 3 : Exemple de pathologies liées a un pralyhe d’assemblage ou de repliement d’'une protéine,
entrainant un stress réticulaire
Adapté d'aprés Schroder, Kaufman [82].

Un stress réticulaire qui se prolonge peut mettrgéril la cellule. Dans un type de

diabéte, la mutation d’'une cystéine au niveau décymseur de linsuline empéche la
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maturation de celui-ci dans le RE et bloque la &éumm, entrainant un stress réticulaire
permanent qui conduira a la mort des cell@lelsi pancréas [83]. Il est important de souligner
gu’une cellule ne meurt pas des qu’un évenemeatigihie naturelle ou non, vient perturber
ou menacer son homéostasie ; celle-ci est capabéadapter en mettant immédiatement en
jeu des mécanismes pour tenter d'y faire face. EenR déroge pas a cette régle puisque la
cellule a développé un véritable contrble de I'hostasie du réticulum, lequel se traduit par
la présence de différents capteurs au sein denteta de celui-ci, capables, en cas de
probleme, d’activer une voie de signalisation diiee (par le biais d’effecteurs). Ceci
permettra de véhiculer I'information dans d’autoesnpartiments cellulaires (notamment le
noyau), afin qu’une réponse se mette en placee @ete de signalisation est appelée voie de
réponse aux protéines mal repliées (en anglais P&R « Unfolded Protein Response »)
[82].

2.2 Description de la voie UPR

Il s’agit d'une voie de signalisation intracelluiqui permet de répondre de maniere
adaptative, (c'est-a-dire en plusieurs étapes) a&hlrge importante en protéines non
conformées. Cette voie d’activation a initialemét& découverte chez la levuBecerevisiae
et est présente chez tous les eucaryotes, ménpestilexister quelques différences. Chez les
mammiféres, on retrouve, dans la membrane du RS protéines transmembranaires
servant de « capteurs » au stress réticulaire mabdes de déclencher la réponse UPR via
I'activation de voies de signalisati¢iigure 13).

Parmi ces trois protéines transmembranaires, aimgi® IRE1 (pour inositol-requiring
enzyme-1), qui constitue la branche la plus comserde la voie UPR, puisqu’elle est
retrouvée chez tous les eucaryotes, de la levuerammiféres, ainsi que ATF6 (activating
transcription factor 6) et PERK (protein kinase RKZKR)-like ER kinase), qui sont toutes
deux absentes chez la levure [84]. Dans un pretereps, il y a une réduction de la charge en
protéines entrant dans le réticulum, grace a umendtion de la synthese des protéines. En
paralléle, le RE va accroitre sa capacité a cordomha replier ces protéines en augmentant
considérablement I'activation transcriptionnelle dénes cibles de la voie UPR; plus
particulierement ceux codant des protéines réstdadtt RE (chaperons, PDI). Ces efforts

pour tenter de reconformer les protéines peuvernetois s’avérer vains.
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reticulum

m?l’ﬂlk "' IRElce ?Um:id 9 ATFG Q R

UPR target genes UPR target genes

Figure 13 : Voie de signalisation UPR chez les manif@res

Dans des cellules non stressées, la protéine admBiP est liée aux trois transducteurs transmengires
ATF6 (activating transcription factor 6), IRE1 (Bitwl requiring enzyme 1) et PERK (protein kinas®AR
(PKR)-like ER kinase), les maintenant dans un dtactif. Lors d'un stress réticulaire, provoqué par
'accumulation de protéines mal conformées, BIP lisepréférentiellement a celles-ci, libérant legidr
transducteurs transmembranaires, entrainant @nsialctivation. Cette activation est séquentiellssque dans
un premier temps c’est PERK qui, par la phosphtigrade elFa, va diminuer la traduction des protéines et
entrainer une transactivation des génes ciblesfepéss de la voie UPR. BIP libére aussi IRE1 caiactiver un
facteur de transcription spécifique appelé XBP1bp%-binding protein 1), lequel active a son tousyathése
de génes cibles. Enfin, ATF6 constitue le derniécamisme, qui, lorsqu’il est activé par la libératde BiP, est
transloqué dans I'appareil de Golgi ou il est clpar deux protéases spécifiques, S1P (site 1 m@jted S2P
(site 2 protease), qui libérent un fragment cytgs@ (ATF6 p50) qui migre ensuite dans le noyaaative a
son tour la synthése de génes cibles [79].

La voie UPR va aussi induire 'activation transtiopnelle des protéines de la voie de
dégradation associée au RE (voie ERAD pour « EBcésted degradation ») qui ont pour but
d’éliminer du RE les protéines mal conformées ; demieres étant sorties du RE, puis
dégradées par le systéme ubiquitine/protéasomecdus cette réponse adaptative, un
phénomene d’expansion du RE se produit égalemedt [, 86]. Celui-ci est
particulierement visible au niveau morphologiquezhertaines cellules sécrétrices telles que
les cellulesp du pancréas ou encore les plasmocytes. Enfinpus tes meécanismes ne
parviennent pas a rétablir 'homéostasie du RE,adlra alors déclenchement de I'apoptose
[79, 80].

A. La voie PERK

Cette branche de la voie UPR est la premiere a eitrenen place, et contribue a
atténuer la traduction de protéines, réduisantialascharge du RE en protéines

néosynthétisées, évitant 'accumulation inutile gestéines mal conformées [87, 88]. Cette
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voie est régulée par PERK, qui est une protéinesin@mbranaire du RE possédant un
domaine transducteur dans la lumiére du RE et umad® kinase cytoplasmique. En cas de
stress du RE, le chaperon BiP libére le domainesthacteur de PERK, laquelle va

s’homodimériser et s’autophosphory{égure 14).

ER lumen Unstressed

Cytoplasm

e
b._‘_‘_‘———._\_
Amino-acid transporters
Anti-oxidant response

I " | #BP1— chaperones
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UPR/ISR target genes
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Figure 14 : Voie de signalisation PERK

En réponse a un stress réticulaire, PERK s'oligisaédans le plan de la membrane du RE, et estéacpar
trans-autophosphorylation. Cette kinase va alosphoryler la sous-unité du complexe elF2 (eukaryotic
translation initiation factor 2), inhibant le coragk elF2B et résultant ainsi en une réduction dsytghése
protéique. En absence de stress du RE, cette esielff2 kinases peut étre activée par d'autres&méPKR
(interferon inducible, double stranded RNA-activhiénase), HRI (haem-regulated inhibitor kinasel5€2IN2
(general control non-derepressible gene 2)). Gettache de la voie UPR est appelée réponse intégréiess.
En cas de stress du RE, il y aura une syntheséeéathiprotéines, laquelle aura pour conséquenaindauer
la charge du RE. Paradoxalement, la diminutionk2ela entrainer 'augmentation de la synthése theteur
d’activation de la transcription, ATF4 (activatitrgnscription factor 4), qui va activer des genesadvoie UPR,
notamment ceux impliqués dans la synthése de wamesps des acides aminés, dans la lutte contstréss
oxydant ou dans I'activation de la transcriptionXi@P1. Le facteur d’activation CHOP (C/EBP homolago
protein) sera aussi transcrit et va induire lalsys¢ du géne GADD34, lequel conduira a une dépboyakion
de elF2, conduisant a la fin de la réponse UPR/ISR. Eraljgde, le géne EROL (ER oxidase 1) sera aussi
synthétisé (il a pour réle d’aider a la formatiasdonts disulfures des protéines en cours deeragiit). Cette
voie pourra enfin conduire a l'activation de la maellulaire. Il semblerait que la présence d'elF2
phosphorylée conduise a l'activation dedBFmais les mécanismes d’action précis sont encalecompris
[79].

En temps normal, le facteur eucaryote d’initiatide la traduction (elF2, pour
eukaryotic translation initiation factor 2) forma eomplexe avec la guanosine triphosphate
(GTP) et régule la liaison entre I'ARN de transfémitiateur et la petite sous-unité
ribosomique. Dans de nombreuses situations (imfectiirale, hypoxie, déprivation en
nutriments) mais aussi lors d’'un stress réticujdee cellules doivent diminuer leur synthése

en protéines et, pour cela, peuvent, par le biaikidases spécifiques, phosphoryler la sous-

! ARNt initiateur : ARN de transfert spécifique, tinteur de la traduction, il porte toujours la niéttine.
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unitéo de elF2, provoquant une séquestration par elFZBngéchant ainsi tout recyclage de

elF2-GDP. Ceci entraine une réduction importantndgnthése protéique [89].

En paralléele a ce mécanisme d'action principal, REpeut aussi entrainer une
diminution de la synthése d’ARN ribosomaux (ARNM) @ovoquant la dissociation entre un
des facteurs de transcription spécifique (RRN3/MRJet 'ARN polymérase | du promoteur
de 'ARNr [90]. Le mécanisme exact n'est pas enddentifié a ce jour, mais il semblerait
gue la phosphorylation de el joue aussi un role. Enfin, cette phosphorylapaurrait
aussi activer NEB (nuclear factorkB), facteur de transcription jouant un role dans le
réponses inflammatoires, lors d’'infections virateslors de certains types de stress, par des

mécanismes mal connus a ce jour [91, 92].

En dépit de cette atténuation de la traduction igdaéla phosphorylation de el&2
favoriserait aussi la traduction sélective de quetqg ARN messagers (ARNmM) qui
contiendraient, dans leur partie 5’ non traduitelbR pour « 5’-untranslated region ») des
séquences en amont des cadres ouverts de lecORF(ypour « upstream open reading
frame »). C’est le cas notamment de 'ARNm codantfdcteur de transcription ATF4
(activating transcription factor 4) [93]. Lors d’'wtress réticulaire, ATF4 va ainsi activer non
seulement la synthese de genes de la voie UPR X>Ginaling protein 1 (XBP1), chaperons
du RE) [79, 94], mais aussi celles de genes codesttransporteurs d’acides aminés, ainsi
gue des enzymes de lutte contre le stress oxy8a&htATF4 va aussi activer la synthése de
CHOP (C-EBP Homologous Protein), facteur de trapson responsable a plus long terme
du devenir de la cellule (les meécanismes serontitdédans la partie mécanismes
moléculaires de la voie UPR). CHOP régulerait ladb® de rétrocontrle négatif de la voie
PERK ; via I'induction de GADD34 (growth arrest abdNA damage inducible protein 34)
impliquée, en partenariat avec une phosphatase g@enii®1, dans la déphosphorylation de

elF20, permettant ainsi la reprise de la traductiongaqute [96].

Par ailleurs, il est intéressant de noter que tetteche de la voie UPR peut étre activée
indépendamment d’un stress réticulaire ; on pddesale réponse intégrée au stress [79, 94].
Ceci est directement lié au fait que plusieurs@nats elFa kinases (dont PERK fait partie),
présentes au nombre de 4 chez les mammiferescapables de phosphoryler etz la
suite d’'une induction par différents signaux. lil @ssi possible de distinguer PKR (interferon
inducible, double stranded RNa-activated kinaselivée lors d’'une infection virale [96],
GCN2 (general control non-derepressible 2), acteréeas de déprivation en acides aminés
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[78], et HRI (haeme-regulated inhibitor) qui estiae en cas de déficit en heme, fer, ou lors

d’un stress oxydatif [97].

B. La voie IRE1

Branche « historique » de la voie UPR (voir paf@éponse UPR), IRE1 est une
protéine possédant une structure trés proche de del PERK. Il s’agit d’'une protéine
transmembranaire de type |, dont I'extrémité N-ieate est localisée dans la lumiére du RE,
et I'extrémité C-terminale dans le cytosol. Sa ipatuminale possede un domaine de
dimérisation ainsi qu’'un domaine de liaison a Billette partie détecte les niveaux élevés en
protéines mal conformées et transmet un signalogawnen épissant (coupant) ’TARNm de
régulateurs majeurs de la transcription de la répdoPR tels que Haclp (homologous to
ATF/CREBL1) chez la levure, ou XBP1 chez les mamregg98]. Pour ce faire, cette protéine
possede une activité sérine/thréonine kinase, girigne activité endoribonucléase (RNase).
Bien que cette protéine soit conservée chez tausdearyotes, le mécanisme d’action en aval

va différer, selon que I'on se place chez la levar@ue I'on soit chez ’lhomme.

Le stress réticulaire va provoquer lhomodimérmati de IRE1, puis une
autophosphorylation, ce qui va mener a des changsnenformationnels et activer le

domaine RNase [99].

Chez la levure, IRE1 participera alors a I'épissdgeson seul substrat connu, ’ARNmM
codant Haci (avec u signifiant uninduced, pour non induit) oest un activateur
transcriptionnel nécessaire a I'activation des géamlgles de la voie UPR [100]. En absence de
stress réticulaire, TARNm de Hat®st transcrit mais pas traduit, en raison de éserce
d’un intron non conventionnel qui s’apparie a latigeb’ de la région non traduite, créant une
boucle et empéchant ainsi I'élongation de la tréidacde la protéine, par un blocage du
ribosome [101, 102ffigure 15).

En cas de stress RE, l'activité RNase de IRE1 \asex l'intron de 252 nucléotides.
Les exons ainsi libérés seront ligués via la tRi@de [103], résultant ainsi en la formation
d'un ARNm Hac¢ (avec i pour induced, induit) qui va étre tracefitproduire le facteur de
transcription actif Hacl, lequel va réguler les egribles UPR [100, 101] en se fixant sur
'UPRE (unfolded protein responsive element) présem le promoteur de génes de la voie
UPR, tels que le chaperon BiP [84].
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Figure 15 : Mécanisme moléculaire de blocage detimduction chez le pré-ARNm de HAC1

La région non traduite 5-UTR (unstranslated reyjistapparie avec les bases de lintron, inhibansiala
traduction. L’épissage de cet intron par IRE1lp ldesla réponse UPR permet la traduction de HA@duit
(i pour induced). Les exons sont en gras et les sié coupure sont représentés par les flechep [101

Chez les mammiferes, I'activation de IRE1 va engail’activation de deux voies de
signalisation, l'une liée au facteur de transcoptiXBP1, l'autre liée a TRAF2/INK. La
premiere de ces deux voies constitue la mise eremla mécanismes d’adaptation contre le
stress RE, tandis que la seconde, qui méne a fap®pse déclenchera plus tardivement, en
cas d'incapacité de la cellule a rétablir 'homéss du REfigure 16) [79].
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Figure 16 : Voie de signalisation IRE1

En cas de stress réticulaire, des protéines IRBL ss/bomodimériser dans le plan de la membrane HulRs
protéines vont ainsi se trans-autophosphoryler, gc& aura pour conséquence d’activer le domaine
endoribonucléase. IRE1 activée va exciser l'intdun fragment d’ARNm (26 nucléotides) d’'un facteds
transcription appelé XBP1. Les deux extrémités’ABRNm seront ensuite recollées ensemble via unaség
Ceci aura pour conséquence de décaler le cadextied de 'TARNmM de XBP1 et permettra la traduciiium
facteur de transcription actif appelé XBP1 épiss&pliced » en anglais, noté XBP1s), lequel réguler
transcription de génes de la voie UPR et plus pdiérement ceux impliqués dans la synthése degetbas,
dans la synthése des lipides, ainsi que ceux im@diglans la voie de dégradation associée au RBteh que la
forme non épissée de 'ARNm de XBP1 (XBP1u, u peumspliced » en anglais) donne naissance a une
protéine capable d'inhiber la voie UPR.

IRE 1 active peut aussi recruter la protéine TRAEEci déclenchera une cascade de signalisatiorusamd au
déclenchement de I'apoptose.

IRE1 activée posséde une activité endoribonucléalie. pourrait ainsi dégrader des ARNm de protéiers
cours de synthése, directement au niveau des rnieEsfixés a la membrane et ainsi, contribuer adaction de

la charge en protéines dans le RE [79].
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En cas de stress RE, TARNmM de XBP1 sera épissé aaytoplasme par la protéine
IRE1 activée, laquelle va cliver un intron de 2@lgotides. Une ligase « recollera » ensuite
les deux extrémités de 'ARNI(figure 17A).

A B
ER 3
unfolded proteins
IRE1
splicing site
XBP1 pre-mRNA XBP1 mature mRNA DNA-binding domain ¥ activation domain
i)
AD pxepis) [ ] --\\\\N-
26188 a 6an basic leucine
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pXBP1(U) . pXBP](S) NLS
pXBP1(U) [ | |
cytosol
nucleus /
target
90 T J/

Figure 17 : Phénomene d’'épissage alternatif lors (Ad'un stress RE et (B) structure des deux protéire
XBP1

A) Epissage non conventionnel de I'ARNm de XBP1. &onse au stress du RE, le pré ARNm de XBP1 est
épissé de maniére non conventionnelle par IRE1 (DB&@maine de liaison a I’ADN (« DNA-binding domaii

et AD : domaine d’activation transcriptionnel (¢iaation domain »). Le fragment d’ARNm épissé (pXE8)
avec s pour spliced) est ensuite traduit en un ARMature et active la transcription de génes cibfese fixant
sur des éléments ERSE, ERSE-Il ou UPRE, contemsslda promoteurs de génes cibles.

B) Différences structurales entre les deux protéinBBX Le pré ARNm de XBP1 non épissé (pXBP1(U)) sera
lui aussi traduit. Les deux protéines possederdamaine de liaison a I'ADN (« DNA-binding domain ainsi
gu’une région fermeture éclair leucine basiquegsidleucine zipper ») qui sert aussi de signdbdalisation
nucléaire (NLS pour « nuclear localization signalbka protéine issue de la forme épissée contiardamaine
d’activation transcriptionnel, capable d’activerdgnthése des génes cibles, tandis que la formeépizsée
contient un domaine d’exclusion nucléaire (NES peumuclear exclusion signal »). La coexistence dsigmal

de localisation et d’exclusion nucléaire provoqueipcette protéine une navette entre le noyau eytesol.
Enfin cette protéine posséde un domaine de dégpaclatie sera rapidement dégradée par le protéafbdi].

Cet épissage non conventionnel (aussi appelé épissternatif puisque se déroulant
dans le cytoplasme) aura pour conséquence d’eetraim décalage du cadre de lecture au
moment de la traduction et donnera naissance acaiaur de transcription actif. Ce dernier
possede un domaine de transactivation C-termimslefst de la forme non épissée de XBP1)
(figure 17B), qui sera transloqué dans le noyau et activeisymdhése de genes impliqués
dans le repliement protéique et la dégradationpdetines mal conformées, afin de rétablir
’lhoméostasie du RE [101, 104].

Contrairement a la levure, la forme non épisséeARNm de XBP1 sera aussi traduite.
Cette protéine, peu active transcriptionnellememiamt, possede des propriétés différentes de
celle issue de la forme épissée de XBP1. L'ARNmM épissé de XBP1 sera lui aussi traduit
(figure 17B) mais cette protéine sera rapidement dégradéesedecatress réticulaire [105].

En phase de récupération, cette protéine va praigessent s’accumuler et se fixer sur la
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protéine XBP1 issue de 'ARNm épissé, formant agke un complexe qui sera dégradé par
le protéasome [105, 106]. Il s’agit en fait d’'uneuble de contrdle négative, qui permet
immédiatement a la cellule d’arréter la transooiptdes géenes cibles de XBP1, lorsque IRE1
n'est plus activée [101]. Cette molécule serait aideurs aussi capable de se fixer sur la

forme active de ATF6 (ATF6N) et ainsi favoriserdgggradation par le protéasome [106].

Lors d'une réponse UPR, la voie IRE1l serait pluécgmuement impliquée dans
induction de la voie ERAD ; des expériences aydgmontré que, chez des cellules
déficientes en IREdou en XBP1, I'induction transcriptionnelle de laies ERAD ne se faisait
plus [107, 108]. Enfin, I'épissage de XBP1 va inddes genes des enzymes impliquées dans
la voie de synthése de la phosphatidylcholine ¢iuad lipide membranaire, voir annexe 1),
ce qui va conduire a I'expansion du RE, ce phénenégdant principalement retrouvé dans les
cellules sécrétrices (ou il y est indispensableles que les cellulef du pancréas, les

plasmocytes ou les hépatocytes [86, 109].

Enfin, chez 'homme, IRE1l existe sous deux isof@nmmdées par deux génes
différents. On distingue ainsi IRklet IREP et ces deux protéines possedent un domaine
RNase différent, expliquant leur divergence fonutielle dans la réponse UPR, puisque
IRE1B contribuerait a I'atténuation de la traductiontprgue en clivant 'ARNr 28S [110,
111]. Cette voie reste cependant peu décrite ettrdeaux montrent que chez I'homme,
IRE1B est localisée uniquement dans I'épithélium intedtj82, 94, 112].

Comme rencontré dans la voie de signalisation PHRKyranche IRE1 serait aussi
impliquée dans la destinée de la cellule. Il sagie I'ultime mécanisme mis en place lors de
la voie UPR. Les facteurs de transcription syn#iésti & la suite de I'activation de PERK ou
de IRE1, joueront un réle décisif dans le maintden la survie ou le déclenchement de
'apoptose. Ainsi, IRE1 recruterait TRAF2, laquedietiverait la voie de signalisation JNK (c-
Jun N-terminal kinase), ce qui, au final, pourcantribuer au déclenchement de I'apoptose.
[113, 114].

En résumé, IRE1 posséderait plusieurs réles lans sfress réticulaire. Dans un premier
temps, son activation entrainerait la synthéserdipes permettant a la cellule de s’adapter
au stress protéotoxique qu’elle subit, en induisastynthese des chaperons mais surtout des
protéines impliguées dans la voie ERAD. Dans urorsgdemps, si celui-ci se maintient,
IRE1 pourrait participer au déclenchement de I'apsg, évitant que cette accumulation de
protéines mal conformées ne puisse dégénérer ephédnomeéne d’agrégation protéique

pouvant avoir des répercussions sur les cellules@mantes.
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C. La voie ATF6

La protéine ATF6 possede un segment transmembeaaainiveau de la membrane du
RE, ainsi qu'un domaine transducteur, présent dangartie luminale de celui-ci. Cette
protéine transmembranaire est en quelque sorteréourseur désigné sous le nom de
ATF6(P) [115]. Le domaine transducteur est, en sem@rmal, occupé par BiP. En cas de
stress réticulaire, il sera libéré par BiP, puibiuune réduction des ponts disulfures (les
mécanismes exacts d’activation sont présentés ldguartie perception du stress réticulaire)
et la protéine ATF6 sera transportée, au nivead’apgareil de Golgi, ou la partie N-
terminale cytosolique sera clivée successivementiaau de la membrane de celui-ci par
deux protéases, dénommées S1P et S2P (site-1 g@ottasite-2 protease) formant un
fragment appelé ATF6N [116, 117], capable de lil@DN. Le fragment migre ensuite au
niveau du noyau et va activer la transcription daesg impliqués dans la voie UPR
(figure 18)[87,100].

Unstressed cells

s Z GO
Bil’ i:\[;‘\/? (& ER

ATF6 .
Transport J

S1P E Golgi
A

’Mf—x — BiP. GRP94 IJﬁ\B'EGBEE Nucleus|
ERSE | ERSE
Figure 18 : Voie ATF6

ATF6 est une protéine transmembranaire du RE. Baraie de stress réticulaire (« unstressed cdlgaiche),
elle est liée a BiP. En cas de stress du RE (aejr®iP libere la séquence de localisation darSdigi (GLS
pour « Golgi-localization sequence ») présenteAsiF6, qui est transportée dans I'appareil de Getgtlivée
par deux protéases transmembranaires (S1P et @dRiperent la portion cytosolique effectrice d’A& alors
capable de lier les éléments de réponse au sétsglaire (ERSE pour « ER stress response elematdns le
noyau (en interaction avec un autre facteur destmption, NF-Y (« Nuclear Factor Y ») et d'activex
transcription de géenes liés a la réponse UPR (BE#PR1), adapté d’'aprés [117].
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Chez les mammiferes, cette protéine existe soug tdormes, ATFG et ATFE3,
codées par deux géenes différents. Celles-ci poaséelenéme domaine de liaison a 'ADN
(« DNA-binding domain » (DBD)) mais un domaine dansactivation différent, ce qui
pourrait expliquer leurs r6les différents lors deréponse UPR, méme si les mécanismes
exacts ne sont pas encore bien compris [115, 11&]été démontré que seul ATd@tait

capable d’induire les génes des chaperons majeulREl et de la voie ERAD (selon des
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mécanismes décrits dans la partie mécanismes ntaleésude la voie UPR). De méme, les
deux isoformes d’ATF6 joueraient sur I'évolutionndde temps de cette branche de la voie
UPR. En cas de stress RE, ATF$erait activé tres rapidement et aurait une fadivité
transcriptionnelle, tandis que ATF6serait activé plus tardivement et rentrerait en
compétition avec ATHG provoquant progressivement une réduction degdanse au stress
réticulaire dans cette branche [118, 119]. A cer,jmette hypothése n’a pas encore été

confirmée.

En résumé, ATF® serait la branche de la voie UPR impliquée prialdment dans la
régulation du contrdle qualité des protéines. Eaircklle contrdlerait la transcription des
chaperons du RE qui ont pour but de reconformepiletines, tout en ayant un réle dans la
dégradation de celles dont la reconformation a é&ho

2.3 Perception du stress réticulaire

Le mécanisme exact de perception du stress rétiewdat encore beaucoup débattu par
les scientifiques [79, 80, 82, 87, 120]. L'une tgpotheses les plus reprises [121] est celle
selon laquelle les trois transducteurs seraientalence de stress réticulaire, maintenus a
I'état inactif par un des chaperons du RE, la pnetéiP (figures 13, 19B) présente en
grande quantité dans le RE. En cas de stressledte;uBiP se lierait préférentiellement aux
protéines non repliées ou mal conformées, libécasttrois transducteurs et menant ainsi a
leur activation [122, 123]. Il s’agirait cependasglon certains auteurs d’une simplification
des mécanismes conduisant a I'activation des trentedrs [80] et il est possible que d’autres

évenements viennent se greffer a ce mécaniigwee 19).

Il existerait, selon certains auteurs, la posséikelon laquelle BiP ne serait pas
indispensable a la régulation de IREigure 19A) et que PERK et IRE1 puissent étre
activées directement par les protéines mal confesnj&00, 124]. Enfin, ils évoquent un
dernier mécanisme possibléigure 19C), qui serait en fait une combinaison des deux
premiers. La protéine BiP serait, en absence desstfixée sur le domaine luminal de PERK
et de IRE1. En présence de protéines mal conformedles libérerait ce domaine, lequel
nécessiterait ensuite la fixation d’'une protéind oanformée afin de pouvoir déclencher

I'activation des transducteurs [79].
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Figure 19 : Hypothéses de mécanismes de perceptidn stress RE par IRE1 et PERK

A) Selon ce modéle, les protéines non repliées oucaaormées se fixeraient directement sur le doenain
luminal de PERK ou IRE1, entrainant leur activation

B) Ce modéle correspond a I'hypothése la plus replise les études. En absence de stress, le chapigton
serait fixé sur le domaine luminal de PERK ou IREf. cas d’accumulation de protéines mal repliéé3, &
fixerait préférentiellement dessus, libérant aiesdomaine luminal de IRE1 et PERK, permettant idiesr
activation.

C) Modeéle alternatif reprenant les deux précédeniB. &t fixée sur le domaine luminal et le liberecars
d’accumulation de protéines mal conformées. Erdoyr que I'activation de IRE1 ou PERK soit comp|éte
faut que la protéine mal conformée s’y fixe [79].

La perception du stress RE par ATF6 est, quantea mloins prise en compte par les
spécialistes, qui s’accordent souvent a dire qaetiVation de cette protéine suit le modele
généralement propodéigure 19B), a savoir qu’en absence de stress RE, BiP estdiixé
domaine luminal de ATF6 et qu’en cas de stressiRibgre ce domaine permettant ainsi sa
transactivation [116]. Les mécanismes exacts datitin de ATF6 restent encore peu
connus. En 2005, Shen et collegues ont montréajpeéksence de protéines mal conformées
(source de compétition) ne provoquerait pas dinetd de dissociation entre BiP et ATF6.
Par ailleurs, ils ont montré que ce complexe @iticulierement stable en absence de stress,
puisque « renforcé » par des co-facteurs, notammubestco-chaperones. L’'activation de la
voie ATF6 serait liée, selon ceux-ci, a la présedeeprotéines mal conformées qui se
lieraient et dissocieraient les co-chaperons ssalnil le complexe ATF6/BiP, permettant a
BiP de retourner a l'état «actif », & la suite rd’'ashangement conformationnel (ATP-
dépendant), libérant alors ATF6 [125]. Dans deuiclas datant de 2006, puis de 2007,
Nadanaka, Yoshida et Mori proposent un modeleratérqui n’exclut pas obligatoirement
les modeéles précéderffigure 20) [126, 127].

54



Introduction générale : Le stress du réticulum endplasmique

ER

ATFE

unfolded
probein

Dligomer-Dimer Oxidized Reduced
Monomer Monomer

Homodimerization or Heterodimerization

l

Transcription

Figure 20 : Modéle de régulation de 'activation dATF6

En absence de stress du RE, ATF6 peut existergosieurs formes oxydées (monomeére, dimere, oligejmé
Selon ce modéle, le stress RE provoque une rédudtis ponts disulfures de ATF6, qui n'existe afits que
sous la forme de monomeére et est transporté dapgdteil de Golgi ou il est clivé par les protés8eR et S2P.
L'extrémité N-terminale de ce facteur de transaoipest ainsi libérée puis transloquée dans le moya sous la
forme d’homodimére ou d’hétérodimére, elle actadrhnscription des génes de chaperons du RE. §&meb
de stress du RE, la forme oxydée de ATF6 est réfaalans le RE, S1P étant incapable de cliver ADES s
cette forme oxydée [126, 127].

Selon leurs expériences, ATF6 est retrouvé sous toomes (monomere, dimere ou
oligomére) a I'état non stressé dans une celluds. @is formes possederaient de nombreux
ponts disulfures intramoléculaires et intermolécaka(pour les oligomeres) et leur domaine
luminal serait lié par le chaperon BiP. En cas ttess réticulaire, I'activation d’ATF6
résulterait de deux événements avec, dans un prdengs, la dissociation de BiP du
domaine luminal puis, dans un deuxieme temps, tuaton de I'ensemble des ponts
disulfures, qui entrainerait la formation de monoeséréduits d’ATF6. Ceux-ci seraient
ensuite transportés puis clivés dans I'appareiGdii. Cette réduction des ponts disulfures
serait possible du fait de la présence de nombsemsgloréductases dans le RE [126]. Dans
le Golgi, ATF6 subirait ensuite I'action des pratéa S1P et S2P puis serait transloquée dans
le noyau ou elle activerait la synthése des chaysedo RE. De nombreuses zones d’ombres
persistent dans ce mécanisme, notamment quaneduation des ponts disulfures en cas de
stress réticulaire. Il paraissait toutefois intéeed de proposer ici cette hypothése de

mécanisme d'action.

2.4 Le yin et le yang de la voie UPR

La réponse UPR va contribuer a la survie ou a |e gdla cellule. Les mécanismes mis

en route varieront en fonction de l'intensité deess subi mais évolueront également en
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fonction de la durée du stress réticuldfrgure 21) [88]. Au cours de la partie suivante, nous

allons détailler les mécanismes précis de régulatecette voie.
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Figure 21 : Organisation de la réponse UPR chez lesammiféres au cours du temps

Lors d’'un stress réticulaire, il y aura de manigés précoce une atténuation de la traduction degipes afin
de réduire la charge du RE. Par la suite, de nhaimbgeoupes de génes vont étre induits spécifiquémenr
aider la cellule a s’adapter au stress du REaljis’ dans un premier temps de génes de chapeubtsngeront
de replier les protéines. Si ces mécanismes négoaent pas a endiguer la charge en protéines anébrnées,
les composants de la voie ERAD seront a leur tpath€tisés et dégraderont les protéines. Une ¢adiéiutres
génes (transporteurs d’acides aminés, etc...) sas aynthétisée en paralléle pour tenter de rereodelRE.
NFkB pourra aussi étre synthétisé (réle anti-apoptejigEnfin, si le stress réticulaire est trop intaot, les
voies de signalisation de I'apoptose seront acsivgar les activations respectives de JNK, CHOHBeeta
caspase 12 [88].

Dans un premier temps, la réponse UPR va se tedbiez les mammiferes par une
atténuation de la traduction des protéines. Cellesst générée par la voie PERK qui, par la
phosphorylation de elle2 va entrainer une diminution immédiate de la tcida protéique,
et donc conduire a une réduction de la charge dy8BE Au cours de la réponse UPR, la
voie PERK agit tres rapidement mais semble possé@dadle trés « solitaire » puisqu’elle

interagit tres peu (tout du moins au départ) ageakux autres branches.

Dans un second temps, a un premier niveau, la dewxibranche de la voie UPR
(ATF6) consiste en l'activation des géenes codasicleaperons du RE ainsi que les enzymes
de repliement. En cas de persistance du stressd®ig,induction des enzymes de repliement
sera ensuite soutenue par la derniere branchewtéel@ PR (IRE1/XBP1) qui, si la cellule ne
peut faire face a la quantité de protéines mal aromées, induira alors la synthese de
composants de la voie ERAD, afin de les éliminerRil Ces deux voies permettent a la

cellule de mettre en place une réponse rapideagorisera la survie cellulaire.

56



Introduction générale : Le stress du réticulum endplasmique

L’organisation dans le temps de cette partie deép@nse UPR a longtemps fait débat
puisqu’au départ, les auteurs considéraient quigdtait un décalage dans les interventions de
ATF6 et de XBP1. En cas de stress du RE, ATF6tantisléja sous la forme d’un précurseur
transmembranaire, pouvait étre mobilisé beaucows papidement que XBP1, dont la
transcription est initialement induite par ATF6, thit de sa fixation sur un élément de
réponse spécifique contenu dans le promoteur delXBP plus, une fois transcrit, XBP1 doit
ensuite subir un épissage alternatif, via la pp@¢RE1 activée. Selon le mécanisme proposé,
ATF6 provoquerait une induction transcriptionnels chaperons moléculaires mais aussi du
facteur de transcription XBP1, lequel permet pasuiie, grace a sa propre auto-régulation, de
venir soutenir I'induction de la synthése des chape mais aussi, si le stress perdure, celle
des éléments impliqués dans la voie ERAD [128, 126ljours dans cette hypothéese ou la
voie IRE1/XBP1 ne semble pas vraiment indispensabi&eréegulation des chaperons du RE,
des expériences menées dans des cellules défgientATF@ ont permis de mettre en
évidence que l'induction des chaperons du RE &t réduite en cas de stress réticulaire,
suggérant le réle clef de cette protéine [115, 130]

Le fonctionnement de la voie UPR a pu étre progressent détaillé, notamment grace
aux découvertes successives d’éléements de répanskeas réticulaire dans les promoteurs
de nombreux génes impliqués dans cette voie. Giembmmiféres, les chaperons du RE
possédent un élémemwts de réponse au stress réticulaire dénommé ERSHR (8tEess
response element »), dont la séquence consensGECART-N9-CCACG, [131, 132]. Cette
séquence fut initialement découverte dans les pteum® de trois chaperons du RE, BiP,
GRP94 et calréticuline ou elle est présente enqus exemplaires [131]. Depuis, elle a été
trouvée dans les promoteurs de certains facteutadscription, notamment XBP1 et CHOP
[133].

Les protéines capables de se lier sur ces séquemte®té identifiees, il s’agit
notamment des facteurs de transcription, ATF6 el XBappartenant a la famille des facteurs
de transcription CREB/ATF (cAMP response-elementndinig protein/Activating
transcription factor) et ayant une structure emmirde fermeture éclair a leucine. Chez les
astrocytes, un troisieme facteur de transcripteppable de se lier a 'ERSE a été identifié lors
d’'un stress réticulaire. Il s’agit du facteur danscription OASIS, appartenant lui aussi a la
méme famille que ATF6 et XBP1 [134]. Ce facteurnétmutefois limité a un seul type
cellulaire, nous ne I'évoquerons plus par la slHRSE est un élément composite, capable de

fixer plusieurs facteurs de transcription, certaifentre-eux de maniere constitutive, tel que
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« Nuclear Factor Y » (NF-Y) sur la partie CCAAT patemple. En cas de stress réticulaire,
ATF6N ou XBP1 s'associeront sous forme de diméhesnpdimeres ou hétérodimeres) et
formeront un complexe avec d’autres protéines mirds telles que YY1 (exprimée
constitutivement) et TFIl-I sur la partie CCACG £,3.36](figure 22).

ER —— 8
( untalded proteins

N

R

-+ XBP:1 CHOP  ER chapercnes

Figure 22 : Branche ATF6 de la voie UPR et fixatiomle p50ATF6 sur un ERSE

ATF6 sera activé en cas de stress du RE (seloméesnismes précédemment décrits), sera translayséssa
forme active dans le noyau et se fixera sur laigg@CACG de la séquence ERSE de génes ciblesumrsq
partie CCAAT sera liée par le facteur général dmdcription NF-Y. Cette fixation conduira a induiae
synthése de genes cibles tels que les chaperdRE,d¥BP1 et CHOP [133].

Un autre élément de réponse au stress fut parita dacouvert ; il fut dénommé
ERSE Il et n'est retrouvé (pour le moment) que démspromoteur du gene HERP
(homocysteine-inducible ER stress protein) codam¢ protéine membranaire du RE, et
posséde la séquence suivante : ATTGG-N-CCACG. Al&®&'y fixerait qu'en présence de
NF-Y, tandis que XBP1 serait capable de s’y fixar§137].

Enfin, il existe un dernier élément de réponse,eBppJPRE possédant la séquence
consensus TGACGTGG/A qui serait responsable datedription des génes impliqués dans
la voie ERAD [138]. Au départ, seul XBP1 sembldieé&apable de se lier a cet élément, de
maniere NF-Y indépendante mais des travaux ont déaojue I'hétérodimere XBP1/ATF6
pouvait induire plus fortement les genes de la WRAD que XBP1 seul [130]. ATF6 joue
par ailleurs un réle dans I'expansion du RE, sareslg voie IRE1 ne soit activée [109], alors
gue jusqu’ici, seul XBP1 paraissait en étre respbles La coopération entre ces deux
facteurs se poursuit aussi au niveau de leur éitiein. En phase de récupération du stress
réticulaire, le messager XBP1 non épissé est tragluipermet de mettre en place un
basculement rapide du signal en se fixant surdéepre XBP1 issue de 'ARNmM épissé mais
aussi sur la protéine ATF6N [105, 106].
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Les deux premiéres voies sont en fait particuliemeiiées et impliguées dans des
phénoménes favorisant la survie cellulaire. Tousefsi le stress RE perdure, celles-ci vont
alors converger avec la troisieme voie (PERK), awedour de la destinée cellulaire, qui peut

étre symbolisé par I'activation d’un nouveau factee transcription, CHOHRBigure 23) [88].

Accumulation of unfolded proteins in ER
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dissociates from PERK, ATF6 and ral
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Figure 23 : Mécanisme de l'induction transcriptionrelle de CHOP

Durant le stress réticulaire, I'induction de CHO® eégulée par 4 élémentss, AARE1, AARE2, ERSE 1,
ERSE 2. ATF4 va se lier a AARE1 et AARE2, tandie mATF6(N) et XBP-1 se lieront sur les éléments
ERSE 1 et ERSE 2, plus précisément sur la parti€€Aandis que NFY sera lié a la partie CCAAT [88].

Initialement, la voie PERK permet, via la phosplatign de elFa, I'atténuation de la
traduction générale des protéines au tout début dmie UPR. Cette phosphorylation de
elF2o va paradoxalement induire la traduction spécifigigequelqgues ARNm, dont celui
d’ATF4, qui va réguler la synthese d’'un facteurtascription, CHOP, en se fixant sur les
éléments de régulation des acides aminés (AARE aoumo-acid regulatory element). Si le
stress du RE perdure et ce, malgré les mécanisnesmjeu par les voies ATF6 et
IRE1/XBP1, la vie de la cellule sera alors menat&s. facteurs de transcription (XBP1 et
ATF6), vont alors induire tres fortement la synthde CHOP en se fixant sur les éléments de

réponse au stress RE (ERSE | et ERSE Il) présents lé promoteur de celui-ci.

CHOP joue un réle central dans la destinée de llaleepuisqu’il peut agir & deux
niveaux. En cas de récupération d'un stress réimeyl CHOP va, dans un premier temps,
promouvoir la survie cellulaire, notamment en antivia synthése de GADD34, protéine qui
va réguler la déphosphorylation de etfeh présence d’'une protéine phosphatase constitutiv
CReP (constitutive repressor of etH2hosphorylation) et ainsi permettre de lever llion
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de la synthese générale des protéines constituenbaoucle de rétrocontréle négatif de la
réponse UPR [88, 96].

Enfin, si le stress RE perdure et que la cellulepeat y faire face, CHOP peut
promouvoir I'apoptosdfigure 24) [79] en diminuant par exemple la synthése de taépre
Bcl-2 (inhibitrice de I'apoptose) et en induisaatdynthese d’autres protéines, telles que Bax

par exemple [88].

Synthesis of
pro-suryival
proteirs

Figure 24 : Stress réticulaire et mort cellulaire

Le mécanisme exact de la mort cellulaire a la sttt stress RE n’est pas encore totalement compris
diminution de la concentration en Caourrait entrainer la translocation de protéirféscrices de I'apoptose
(Bax et Bak) dans la mitochondrie. La voie IRElceamtribuer a I'activation de la protéine JNK, coisdunt a
une inactivation de la protéine BCL-2, facteur @amoptotique. L'activation de PERK va, de son c6té,
contribuer a la synthese de CHOP, facteur a decettizs qui peut contribuer a la survie de la oellih
GADD34, qui va déphosphoryler elé-2ntrainant la reprise de la synthése protéiquepatribuer a favoriser la
mort de celle-ci, en réprimant notamment BCL2, @rw anti-apoptotique. Enfin, chez les rongeurs, la
caspase 12 pourrait étre activée en cas de stEedseRnécanisme exact n’a pas encore été idefitdie

CHOP n’est toutefois pas le seul effecteur de fdapse a la suite d’'un stress RE. Les
mécanismes déclencheurs restent encore assez nralscd_a voie IRE1, du fait de son
activité kinase déclenche une cascade de phosphiong qui aboutissent a I'activation des
protéines pro-apoptotiques, tout en inhibant lagane BCL2 (connue pour son activité anti-
apoptotique). Des perturbations dans la conceatrah C4' du RE pourraient aussi mener &
'apoptose. Les protéines de la famille BCL2 (quispedent des propriétés pro ou anti-
apoptotiques) seraient impliquées dans la régulati® I'homéostasie calcique du RE. De
plus, la mitochondrie semble aussi impliquée daetteo/oie associée au Capuisque les
signaux apoptotiques sembleraient étre relayéskla R mitochondrie via les molécules Bax
et Bak, qui seraient libérées du RE en cas desstétisulaire prolongé, et provoqueraient la
libération du cytochrome C [77]. Toutefois, les @idismes sont encore mal compris et a

I'heure actuelle, il existe une douzaine d’hypodseproposées pour lier la concentration en
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C&" du RE a l'apoptose (pour plus d'informations, véir revue proposée par Kim et

collegues [139]).

Enfin, le stress réticulaire déclencherait les misraes d'autophagiedu RE. Cette
voie pourrait étre activée par IRE1 [140]. Ce pm@apne peut se déclencher dans plusieurs
conditions. Il pourrait ainsi permettre a la cedldle dégrader les protéines mal conformées du
RE en supplément de la voie ERAD qui peut se reggosaturée. Il peut par ailleurs aussi

étre associé a I'apoptose. Les mécanismes d’aptiénis restent encore a déterminer.

2.5 Conclusion

La réponse UPR est une réponse adaptative, gralduéee temps et les molécules qui
y interviennent sont synthétisées dans un ordre Ipiecis. Lorsque des cellules sont
soumises a des sources potentielles de stressoengimental, I'étude des molécules
impliqguées dans des mécanismes d’adaptation peut d8nstantané de I'état de la cellule.
Dans le cadre du stress réticulaire, les moléqueseront le plus rapidement mobilisées sont
les chaperons du RE (tout du moins dans un presm@ps) et ces protéines peuvent servir de
marqueurs biologiques. Ce choix n’est cependant fodalement arbitraire, puisque
I'utilisation de marqueurs provenant des voies é@gulation plus tardives (dont I'apoptose)
n'est pas vraiment appropriée. Ainsi, au cours ds travaux, nous avons réalisé des
expositions de culture de cellules aux ondes MM fmises entre 50 et 60 GHz. Nous avons
voulu déterminer si les ondes pouvaient déclenahestress réticulaire. Pour cela, nous nous
sommes intéressés a différents biomarqueurs, auirapidement mobilisés dans la mise en
place de la réponse UPR. Nous avons étudié prieognt le chaperon BiP, en déterminant
les niveaux d’expression de son promoteur a la sllithe exposition, puis en quantifiant les

niveaux transcriptionnels du géne, ainsi que ceu®RP150.

1 Autophagie : processus cellulaire catabolique duplique la dégradation lysosome-dépendante de
macromolécules, d’organelle ou de composants e@ld. Ce mécanisme peut permettre a la cellule de
s'adapter et survivre dans des conditions délétérgsoxie, déprivation en nutriments) mais peutsa@re
associé a la mort cellulaire.
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Déterminer si des ondes électromagnétiques peawitt un effet biologique potentiel
n'est pas chose aisée. Il est important de faie distinction entre les effets biologiques,
physiologiques et ceux sur la santé. Un effet Igigjoe se produit lorsqu’une exposition aux
ondes entraine des modifications physiologiquegbles ou détectables dans un systeme
vivant. Ces modifications peuvent mener (mais paseiment) a un effet délétere sur la santé,
signifiant une modification physiologique un pewgplongue qu’habituellement. En général,
I'organisme va compenser cette variation physigogimais il peut parfois arriver qu’il y ait
un effet sur la santé. Les effets sur la santé soavent le résultat d’effets biologiques qui
s’accumulent en fonction du temps et de la dosepdsition. De plus, dans le domaine
expérimental, des effets observés sur une lignédaiee ne sont pas forcément transposables
a I'organisme tout entier. Il est donc importantrdaliser différentes approches afin de tenter
de caractériser au mieux les effets biologiquesodegs sur la santé. Trois types d’approches

peuvent étre retenus :

1) Une premiére méthode consiste a réaliser deiegtpidémiologiques. Celles-ci sont
de premiere importance dans la détermination degies éventuels pour la santé liés a une
exposition aux ondes. Ces études, souvent longmesbeaucoup été faites chez des
populations a risque au cours des 30 derniéresean(@pérateurs radar, opérateurs de
télécommunication). L'explosion plus récente degaagils de télécommunications sans fil a
depuis entrainé une multiplication importante denoenbre d’études, notamment dans le
domaine de la téléphonie mobile. Bien que tréseutktte approche présente toutefois des
limites. L'expérimentation n’est pas toujours simph mettre en ceuvre, les données
recueillies peuvent souffrir d’'un manque de robsste il peut aussi exister un biais dans les
données et, parfois, il peut-étre nécessaire denpat de nombreuses années avant d’établir
un lien entre une source d’exposition et un effetldgique. Enfin, de nombreuses recherches
au niveau animal et cellulaires se révelent indispbles, en paralléle, afin de mieux
comprendre les mécanismes liés a cette interadbans le domaine des ondes MM, cette
approche devra toutefois encore attendre quelqupstevant d’étre effectuée ; les appareils

n’étant toujours pas commercialisés.

2) Une deuxieme approche consiste a utiliser dedetlas animaux. Ces modeles sont
préconisés et indispensables quand il se révelegsilgie de réaliser des expérimentations sur
des humains. De plus, grace aux modeles animagpleditions expérimentales peuvent étre
facilement établies et surtout contrélées. Un nmeéeltier peut cependant poser probleme au

niveau expérimental, puisque en cas d’effet bigjogilocalisé, 'organisme peut mettre en
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place des mécanismes de compensations, rendani-cicelnvisible aux yeux des
expérimentateurs. Ce phénomeéne est par exemplente@adans le cas d’'une augmentation
locale de température au niveau de la zone expaggesera compensée, au niveau de

I'organisme par la mise en place de mécanismesgbggjues.

3) Les études réalisées avec les systemes deesultetlulaires permettent d’évaluer
précisément les éventuels mécanismes mis en jeuwlone interaction entre les ondes et les
cellules. Le but de ces modéles est de tenter derndi@er si les cellules percoivent
précisément les ondes comme une agression. Séttéd €as, celles-ci vont alors mettre en
route des mécanismes d’adaptations qui, dans ceslematiétude simplifié, peuvent étre
qguantifiables a I'aide d’outils de biologie moléaink. Il est possible de faire des approches
extrémement larges permettant de déterminer tpidament des genes candidats (a I'échelle
de tout le génome), en utilisant notamment des oaléih haut débit, telles que les puces a
ADN. Enfin, avec ces modeéles, il est aussi possid#edéterminer les éventuels effets
synergiques entre des ondes et des agents poadairei ou modifier une activité biologique

connue.

Au sein du laboratoire, des systemes de cultureliidesin vitro sont employés, afin
de tenter de déterminer un éventuel effet biologides ondes MM autour de 60 GHz, a des
puissances proches de celles qui seront utiliséass dles futurs systemes de

télécommunications sans fil.

.1 Matériels et méthodes

A. Culture cellulaire

. Cultures de lignées cellulaires humaines

Au cours de nos expériences, nous avons utilis@rdifts modeles de cultures de
cellules. Dans un premier temps, nous avons aiasaillé avec des cellules de la lignée
gliale astrocytaire humaine U-251 MG. Ces celligbales, jouant un role de soutien et de
protection des neurones, servent de sentinelleorat particulierement sensibles au stress
cellulaire. Au sein du laboratoire, celles-ci omtr @illeurs bien été caractérisées dans leur
réponse a différents types de stress, a la sustdrdeaux précédemment menés. Enfin, bien

que n’étant pas directement ciblées par les ondds &h raison de la faible pénétration de
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celles-ci dans le corps, ces cellules sont trésilsies au stress réticulaire. Ceci est illustré
dans lafigure 25 avec la comparaison des niveaux d’expression @gperbn BiP dans les

différentes lignées lors d’un stress réticulairguiih par un agent chimique, la thapsigargine
(TG). Cette expérience a été menée en utilisatg@clanique de PCR en temps réel (voir plus

loin dans ce chapitre).

Etude par PCR en temps réel du niveau d'expression ds
BiP dans différantes lignges cellulaires

aC
H.
BLC
50 A
4C A
ar A
2C A

ET-OMSO
mTC 1M

Niveau d'induction

251 MG AdTS FaCal cchDi1108

Lignee

Figure 25 : Comparaison par PCR en temps réel desueaux d’expression de BiP dans 4 lignées cellulas
différentes

Ces résultats représentent la moyenne +/- écastdgp3 expériences indépendantes. Pour induirdsssdu
RE, les cellules ont été traitées durant 16 hearés thapsigargine (TG), agent chimique bloquanpdanpe
CaZ-ATPase du RE. Les cellules U-251 MG et A375 régmhdrés fortement a ce type de stress.

Par la suite, nous avons employé comme modéledédes cellules issues de la peau,
qui est la principale cible des ondes MM. Nous avdanc exposé des cellules de la lignée
épithéliale HaCaT, dérivées de kératinocytes isbus épiderme humain [141], ainsi que
celles de la lignée épithéliale CCD1106 KERTr (CRI09™), issues de kératinocytes
transformés par un Papillomavirus humain, maisiadss cellules de la lignée épithéliale
A375 (CRL-1619™), issues d’'un mélanome humain. @esx dernieres ont été achetées

auprés d’'une banque cellulaire, TATCC (« Ameridaype Culture Collection »).

Trois de ces lignées (U-251 MG, HaCaT et A375) étdt cultivées dans du milieu
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco/Inkiigen)) complémenté de 10% de
sérum de veau feetal (SVF) (Biowest), 1 mM de Glutamn 100 U/mL de pénicilline,
100 pg/mL de streptomycine et 0,25 pg/mL d’amphate (Gibco/Invitrogen), dans une
atmosphere controlée avec 95% d’air et 5% de, @Ta température de 37°C.

Les cellules de la lignée CCD 1106 KERTr ont, quarglles, été cultivées dans un
laboratoire L2 (en raison de leur transformatioecaun Papillomavirus humain), dans du
milieu Defined Keratinocyte Serum Free Media (Gitrmatrogen), dans une atmosphere

contrélée avec 95% d’air et 5% de £Qes cellules n’ont pas été conservées pour fa dai
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nos expériences, en raison de plusieurs paramétressance lente, milieu de culture

prohibitif et niveaux de réponses au stress fajbles

Pour tenter de déterminer si les ondes MM pouvaetitainer des variations de
niveaux d’expression sur le génome entier (tecleige puces a ADN), des cultures
primaires de kératinocytes humains ont été empkyBeux lots de cultures primaires de
kératinocytes ont ainsi été achetés. Ces cultuiesapes (Pooled primary human foreskin
keratinocytes, Gibco), issues de prépuces de noMvess, sont constituées d’un mélange de
cellules issues de trois individus. Les cellulesitsoultivées sur des boites de culture
recouvertes de collagéne de type IV (Becton Diakipglans du milieu Defined Keratinocyte
Serum Free Media (Gibco/Invitrogen).

B. Systemes d’expositions

Les expositions de culture de cellules aux ondes dfiviété réalisées avec deux types
de générateurs différents qui n'ont pas été acguisiéme temps et possédent, chacun, leurs
caractéristiques propres. Le premier et plus and&mtre eux (Siemens RWON 14)
fonctionne dans la bande de fréquence comprisee é@r et 75 GHz mais a puissance
relativement faible (Puissance maximale (Pmax m¥0), tandis que le deuxiéme appareil
utilisé (QuinStar Technology) permet quant a lui tdevailler & la fréquence précise de
60,4 GHz, (fréquence de résonance maximale de d@xg moléculaire) [37] mais avec une

puissance 20 fois plus forte (jusqu’a 1 {Wgure 26).
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Figure 26 : Caractéristiques des deux systémes df@sition utilisés
Le générateur n°1 est le plus ancien, il permetaiailler dans une large bande de fréquence. hérgé&ur n°2
fonctionne dans une bande de fréquence plus étmaite offre la possibilité de travailler a plustéopuissance.
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. Systeme d’exposition 1 (50-75 GHz, Pmax : 50 mW)

Ce systéme a déja été décrit précédemment [69LirBiiement, il est constitué d'un
générateur (Siemens RWON 14), qui va fournir enraau électrique l'oscillateur a
carcinotron (Siemens RWOQ75), lequel produira attes ondes MM, qui seront transmises
jusqu’a l'antenne, localisée dans l'incubateur (Meent UE400) via des guides d'ondes
(figure 27).

Plaque de Guide

Incubateur culture de Carcinotron
cellules

d'onde

Geénérateur

Antenne Analyseur de spectre

Thermocouple

Figure 27 : Dispositif expérimental développé pour exposer desultures de cellules & des fréquences
comprises entre 50 et 75 GHz

Les expositions sont toutes effectuées en chamtalai La plaque de culture sera alors
placée dans l'incubateur au dessus de l'antennen@l Pour éviter les phénoménes de
réflexion sur les parois de l'incubateur, de l'atmemt (ECCOSORB AN, Emerson &
Coming) a été placé dans ses parois. L'analysewgpdetre (Advantest R3182) permet de
régler précisément la fréquence, puis de contrééestabilité (+ 1,5 MHz), tandis que le
thermocouple permet de contréler la stabilité detapérature (37 £ 0,3°C) a proximité de la
plague de culture. Le générateur est capable daifaine puissance de 25 mW a la sortie de
I'antenne. Cette puissance est mesurée a I'aide gbwer meter (Agilent V8486A). La DSP

recue par les cellules est de I'ordre de 0,14 m\&l/cm

Les cellules U-251 MG ont été exposées pendamt@4u 72h a 60,4 GHz, a la DSP de
0,14 mW/cm? ou pendant 24h a différentes fréquefwas tableau 4), a cette méme DSP.
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A B
Fr?gli'ezr;ce m(()slré(():t?;fes Nom Fréquence (GHz)

59,008 CH Radical Méthylidéne Pic d’absorption de I'oxygéne

59,261 SO, Dioxyde de soufre 59,164

59,411 NO, Dioxyde d’Azote 60,435

59,626 SO Monoxyde de Soufre 61151

59,846 C.H, Butadiene Fréquence correspondant a une

60,047 CaHe L-Butyne faible atténuation atmosphérique
59,870

60,530 oCs Sulfure de Carbonyle 60,830

60,862 HCN Cyanure d’Hydrogéne

Tableau 4 : Fréquences d'exposition correspondant )A aux raies spectrales de groupements
moléculaires di ou triatomiques comprises dans laosis bande 59-61 GHz, B) au spectre d'absorption de
I'oxygene moléculaire

Enfin, I'étude de l'effet combinatoire entre unests réticulaire et une exposition aux
ondes a été menée sur des cellules de la ligné&e gistrocytaire humaine U-251 MG,
transfectées avec le promoteur de BiP, traitées &3 et exposées pendant 16 heures a

60,4 GHz a 0,14 mW/cmz2.

. Systeme d’exposition 2 (60,4 GHz, Pmax : 1 W)

Dans ce dispositiffigure 28A), un nouveau type de générateur est employé. dits'a
d’un oscillateur de type Gunn (QuinStar Technolpgy@rmettant I'exposition de cellules a

60,4 GHz, avec possibilité de régler la puissapg(’'a 1 W)(figure 28B).

Générateur Gunn

(Déplacé pour la photographie) Alimentations électriques Réglage de la puissance

Incubateur

Plaque de culture

Incubateur

Antenne Guide d'onde

Générateur de type
Gunn

Figure 28 : Dispositif expérimental développé pouexposer des cellules a la fréquence de 60.4 GHzeav
des puissances variables

A) Vue d’ensemble du systeme.

B) Agrandissement du générateur de type Gunn.
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Avec ce générateur, des expositions seront réaliséechamp lointain ainsi qu’en
champ proche. Les caractéristiques de ce systémie damrites plus en détails dans la

deuxieme partie de ce chapitre.

Au cours de nos expérimentations, nous avons prisoepte les normes d’exposition
établies par I'ICNIRP pour les ondes MM. Nous avomspecté les recommandations
d’exposition (entre 1 et 5 mW/cm?). A partir de aedeurs, nous avons ensuite calculé le
DAS dans la couche cellulaire. Ce générateur aitdige a différentes puissances. Celles-ci,

ainsi que la DSP correspondante recue par lesleslat le DAS, sont regroupées dans le

tableau &
DSP incidente o
) ) DSP incidente DSP max. regue
Puissance | max. au niveau de DAS moyen
moyenne par les cellules
(mw) la plaque (W/kg)
(mW/cm2) (mW/cm2)
(mW/cm2)

180 1 0.8 18.45 0,5

275 1,15 0.91 21.21 0,75

425 2,3 1.82 42.43 1,15

Tableau 5 : Puissances utilisées et densités supedlles estimées en sortie d’'antenne et au niveales
cellules (pour une plague 6 puits)

Les données de puissance ont été obtenues a k& gakantenne, a I'aide du power
meter. Les DSP ont ensuite pu étre calculées & garta formule suivante :

P.G

4712
Ou P est la puissance totale rayonnée dans I'edfimeepar I'antenne, G est le gain

dm=

isotropique maximal de I'antenne et r la distanateeel’antenne et la boite de culture.

A partir de ces valeurs de DSP, le DAS a pu étleuté Il est relativement élevé par
rapport aux valeurs de DAS observées en micro-opdegxemple, mais il faut cependant
bien prendre en compte que pour les ondes MM, ligaabsorbée localement par la couche
cellulaire est beaucoup importante que pour legugaces GSM ou WI-FI par exemple. Des
expérimentations ont été effectuées afin d’évafieame exposition a des DAS aussi élevés
(tableau 5 pouvait ou non déclencher un effet thermiquetdrapérature dans le milieu de
culture des cellules a été mesurée a I'aide d’'emtlbmetre enregistreur (HI141JH, HANNA
Instruments) en exposant ou non (sham) les celldé&SaT aux ondes durant 24 heures a la
DSP de 1.15 mW/cmz?, pour un DAS de 42-43 W(figure 29).
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Etude de la stabilité de la température dans le mil  ieu de culture
avec ou sans exposition pendant 24 heures

>
/ —e— Sham

—=— EXxpo

W
oo

w
~
|

35 4

Température (T)
w
(o)}

w
S

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Temps (heure)

Figure 29 : Evaluation et comparaison de la variatin de la température dans le milieu de culture de
cellules HaCaT lorsque celles-ci sont exposées anraux ondes MM a une DSP de 1,15 mW/cm?
Ces résultats ont été obtenus a partir du thernteraétegistreur Hanna HI141JH (Hanna Instruments).

La température moyenne dans le milieu pour le skande I'ordre de 37,2 + 0,2°C,
tandis que dans les cellules exposées, elle es36¢e + 0,4°C. Au sein de I'étuve, la
température des milieux de cultures est relativeérstble. Bien qu’informative, cette valeur
ne reflete cependant pas la température exactévaaundes cellules, puisque des variations
locales de température peuvent se produire. Lanté@equisition d’'une caméra thermique IR
a haute résolution (Flir), nous permettra prochaieet de déterminer I'existence ou non de

phénomeénes locaux d’augmentation de la température.

Dans le cadre de I'impact potentiel des ondes MMIsstress réticulaire, les cellules
HaCaT ont été, dans un premier temps, exposéesuped heures a 60,4 GHz, a la DSP de
0,75 mW/cm2 ou 1,15 mW/cm2. Ensuite, ces celluleé de nouveau été exposées a
60,4 GHz, a 1,15 mW/cm?2 pendant 1 heure ou 6 hebrdm, I'étude de I'effet combinatoire
entre un stress réticulaire et une exposition anges a été menée sur ces cellules,

transfectées avec le promoteur de BiP, traitéasTdsl et exposées a 60,4 GHz, (voir chapitre
11).

Toujours dans le cadre de l'étude du stress réiireyl les cellules A375 ont été
exposeées pendant 1 heure, 6 heures ou 24 heude$ @ldz, a la DSP de 1,15 mW/cmz2.

L’étude de l'effet potentiel des ondes MM sur lancription de molécules de la
réponse inflammatoire (chapitre Ill) a aussi éténéeesur ces mémes lignées. Dans un
premier temps, un effet puissance a été réalis. ¢&ba, les cellules HaCaT ont été exposées
pendant 24 heures a une fréequence de 60,4 GHz,ux B8P, soit 0,75 mW/cmz2, soit

1,15 mW/cmz2. Dans un deuxieme temps, les niveasxgémes de l'inflammation ont été
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bY

mesurés dans les cellules HaCaT et A375 aprés itgpos 60,4 GHz, a une DSP de
1,15 mW/cm?2 pendant trois temps : 1 heure, 6 he@rebeures.

Enfin, les cultures primaires de kératinocytes ét@ exposées a différents temps a
60,4 GHz, a une DSP de 1,15 mW/cmz2. Les conditiagposition sont détaillées dans la
partie « Détermination de genes candidats par ppeoahe puces a ADN » de ce présent

chapitre.

Plusieurs types d’études sont possibles pour tedgedéterminer si I'exposition de
cellules aux ondes MM peut déclencher un stressutéire. De nombreuses techniques de
biologie moléculaire ont ainsi été employées awtatoire afin de tenter de déterminer les
rapporteurs idéaux. Des essais ont été menési(sanitla technique de Western Blot) pour
tenter d’évaluer la maturation de deux facteursraescription, ATF6 et XBP1, pivots de la
réponse UPR. Les résultats obtenus étaient assggesniles anticorps utilisés semblant en
étre la cause principale (3 lots d'anticorps ddfés utilisés jusqu'a présent). Bien que
n'ayant pas d’indication exacte au niveau protéideecette maturation, il reste cependant
possible d’observer les niveaux de transcriptiansi a I'aide d’une technique de réaction de
polymérisation en chaine (« Polymerase Chain Rmaeti (PCR)) classique (semi-
guantitative) suivie d’'une migration des fragmesmsplifiés sur gel d’agarose, nous avons pu
avoir un apercu rapide de I'état des cellules @it ou non un stress RE) en déterminant la
présence de la forme épissée de XBP1. Dans undecstressée, les deux formes existent
(ARNm épissé et ARNmM non épissé) et n'ont pas laneéaille (adapté d’apres [142]). De
méme, des transfections ont été réalisées, celmtdétaillées dans la partie suivante.

C. Transfection cellulaire

Suivant les expériences, les cellules U-251 MGeatéttranfectées au Fugéne (Roche),

tandis que les cellules des lignées HaCaT et A®nb été au jetPEI (Polyplus transfection).

Les plasmides rapporteurs utilisés, contiennentségsiences de promoteurs de génes
connus pour étre sensibles au stress réticulaoas ldvons ainsi eu I'occasion de caractériser
I'induction transcriptionnelle d’'une portion du pnoteur du chaperon BiP, dans des cellules
traitées a la thapsigargine (TG, Sigma), molécafgmble de bloquer la pompe’CATP.s.du
RE, et donc d’induire un stress RE. Ce promotetihastement inductible en cas de stress
réticulaire, en raison de la présence d’éléementSERans celui-ci (voir introduction). Parmi

les différents génes rapporteurs testés au labmratmus avons choisi de conserver celui-ci.
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Les premieres expériences furent menées dansllelesd)-251 MG co-transfectées avec le
plasmide rapporteur pBiP-luciférase et le plasnfidglactosidasesfgal). Celles-ci ont été

traitées a différents temisgure 30).

Induction transcriptionnelle du chaperon BiP lors
d'un traitement a la thapsigargine 1 uM

I =] I I'

Oh 1h 2h 6h 16 h 24h 32h

Temps de traitement

N
o

[y
a1
I

a1
I

Niveau d'induction (par
rapport au témoin)
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Figure 30 : Etude en fonction du temps de l'inductin transcriptionnelle du promoteur du chaperon BiP,
apres traitement des cellules U-251 MG a la thapsaggine 1 uM, qui induit un stress réticulaire

Ces résultats représentent la moyenne +/- écagtdgp3 expériences indépendantes. L'induction dénagres
6 heures de traitement mais atteint son nivealueglevé au bout de 24 heures de traitement.

D’aprés les données obtenues, la réponse au s@tsglaire est pleinement induite
apres 24 heures de traitement. A la suite de celtsésnous avons conservé ce temps
d’exposition pour nos cellules qui sont soumises @udes MM. Ceci nous permet en outre

de réaliser plusieurs expositions par semaine.

Le plasmide rapporteur contenant le promoteur duedeumain BiP/GRP78 (pBiP
1321+7lUC) a été transfecté dans les lignées cellulakpses expression transitoire, les cellules
seront lysées et l'activité luciférase sera mesetgeormalisée avec le dosage de I'actigité
gal par une méthode fluorimétrique [143]. L'actvituciféerase est mesurée avec le kit

luciferase assay system kit (Promega).

L’étude de l'effet combinatoire d’'un stress rétaivg et d’'une exposition aux ondes
MM a été menée dans les cellules U-251 MG et Ha@ahsfectées avec le promoteur du

chaperon BiP (voir chapitre II).

Toujours dans I'étude du stress réticulaire, urteeaalternative repose dans I'utilisation
du systeme SEAP (secreted alkaline phosphatagp)ella est une enzyme sécrétée dont
I'activité peut-étre dosée. En cas de stress Héairel le repliement de cette protéine ne peut
se faire au sein du réticulum, empéchant celleegd@ursuivre son cheminement dans la voie
de sécrétion [144]. Les cellules vont étre transfex avec le vecteur d’expression de la SEAP
(acheté chez Clontech laboratories). L'activité $Egera dosée a I'aide du kit Great EscAPe
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SEAP fluorescence detection kit (Clontech laborag)ret normalisée avec le dosage de
I'activité p-gal [143].

D. Extraction des ARN, dosage et contréle qualité

Pour toutes les expériences réalisées avec deefigrellulaires (U-251 MG, HaCaT,
A375 et CCD1106), les ARN sont extraits a l'aideTdlzol (Gibco), puis vont étre rétro-
transcrits (Invitrogen), avant de subir une PCRcdatrole (avec le gene de référence
GAPDH).

Pour chaque expérience concernant les culturesapasnde kératinocytes, les cellules
ont été placées en bhoite de culture 6 puits eésagxposition, les ARN ont immédiatement
éte extraits a l'aide du kit RNeasy mini kit (Qiaye Pour chaque condition, deux

préparations ont été faites en regroupant le coander3 puits pour chaque lig(fegure 31).

==)> Premiére préparation d’ARN

=) Deuxiéme préparation d’ARN

Figure 31 : Préparation des lots d’ARN

Aprés chaque exposition, les ARN sont extraitsadd€ du kit RNeasy mini kit. Les ARN des trois puit
supérieurs sont regroupés ensemble, tout comme desppuits inférieurs. Ce regroupement a ainsi fbotir
d’'obtenir deux préparations d’ARN, I'une pouvantvepour les puces, I'autre pour la vérificatiolwkbntuels
génes marqueurs par RT-PCR en temps réel.

Les ARN de chacune des deux préparations pour nbages conditions sont ensuite
dosés au Nanodrop (Agilent) et soumis a un contgblaité, mené a l'aide de I'appareil
Agilent 2100 Bioanalyzer, qui permet de vérifianiégrité des ARN ribosomiques. Chacun
de nos échantillons a satisfait au contréle qualté méme, pour chaque condition, les
préparations d’ARN se sont montrées similairest @angquantité d’ARN, qu’en qualité), 'une
d’entre-elle sera utilisée pour effectuer les puc@®N, tandis que l'autre servira par la suite
pour I'étape de validation avec la technique de R@Remps réel. Ces ARN ont été stockés a
-80°C.

E. PCR en temps réel

Par la suite, des études de niveaux d’expressiogedes impliqués dans la réponse

UPR ont été effectuées en utilisant pour cela Ghrtejue de PCR en temps-réel. Ces
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expeériences ont été meneées sur trois ans avec apmareils différents. Le premier d’entre
eux était le MiniOpticon Real-Time PCR detectiorsteyn (Bio-Rad), qui a ensuite été
remplacé par I'appareil MyiQ Single-Color Real TiRER Detection System (Bio-Rad). Les
résultats ont été analysés avec les logiciels dd@pticon Monitor 3, puis Bio-Rad iQ5). Sur
chacune de ces deux machines et préalablementeaeiqpérience, les conditions de PCR en
temps réel ont été optimisées pour chacun des esagfdmorces utilisés. La qualité de ceux-
ci a par ailleurs été rigoureusement controléesquuune courbe standaffigure 32) a ainsi
été obtenue a partir de dilutions en série de chaeuces lots d’amorces. A partir de cette
courbe sera déterminé un coefficient de déterminatR?) qui, pour attester de la bonne
qualité de I'amplification doit étre supérieur aygaéa 0,980. De méme, a partir du coefficient
directeur obtenu pour chacune de ces courbedchefté de I'amplification des amorces peut
étre calculée. Elle doit étre comprise entre 9008%. Les lots d’amorces utilisés au cours de

nos expeériences satisfont ces conditions préalables
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Figure 32 : Exemple de courbe standard obtenue apsaune dilution en série des primers
Les parametres de la droite de régression sonillégt@n dessous, dont le coefficient de déterrionat
(R2=0,994) et I'efficacité du primer (E = 91,8%)igont encadrés en rouge.

L’étude des niveaux d’expression des ARNm de awstébiomarqueurs peut-étre
facilement réalisée par la technique de PCR engeaigl, qui allie une bonne sensibilité (y
compris pour les échantilllons d’ARN présents eibléa quantité) et une tres bonne
reproductibilité. Cette technique nécessite cepanda disposer de bons contréles internes,
utilisés pour normaliser la fraction d’ARNmM. Cesntréles internes sont appelés géenes de
ménage, genes de référence ou encore genes irigagtdrurs niveaux ne doivent pas varier
au cours des expérimentations dans les cellulesiménou traitées. Pour éviter d’obtenir des
résultats incorrects, en raison de la variatiorxgfession d'un gene de référence, il est
recommandé d’en utiliser plusieurs [145]. Toutes eapérimentations ont été effectuées

dans cet état d’esprit puisque 3 genes de réfésamteété utilisés au minimum. Pour analyser
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les résultats obtenus en PCR en temps réel, ndisens le logiciel Bio-Rad iQ5. Il permet
de calculer les coefficients d’'induction pour chageéne cible, en intégrant plusieurs géenes
de référence et leur efficacité. Ce logiciel uéllss algorithmes de calculs développés dans le
logiciel libre Qbase [146, 147].

Les niveaux d’expression des génes marqueurs essstéticulaire, vont étre mesurés
par la technique de PCR en temps réel. Ces bioreargont été sélectionnés apres une étude
préalable, ou les niveaux d’expression de différe@nes jouant un réle dans le RE ont été
évalués par PCR en temps réel dans des celluleslWA% traitées a la thapsigargine. Au
cours de cette expérience, BiP et ORP150, deuxechap du RE, ainsi que HERP sont trés
induits (figure 33).

Sélection par PCR en temps réel de biomarqueurs pou  rl'étude du
stress réticulaire dans les cellules U-251 MG

100
90 4
80 4
70
60
50 4
40
30 4
20 4
10 A

m T-DMSO
BTG 1M

Niveau d'induction

BiP ORP150 Hrd1 C/EBP TRB3 HERP TBP

Génes

Figure 33 : Comparaison par PCR en temps réel desweaux d'expression de différents génes du RE dans
des cellules U-251 MG traitées ou non a la thapsigane durant 16 heures

Ces résultats correspondent a la moyenne +/- Bqertde 3 expériences indépendantes. Les génahapsrons
BiP et ORP150 présentent des niveaux d'inductiemés, tout comme HERP, protéine du RE liée a la bmamne
impliquée dans la stabilisation de I'homéostasieigae du RE. A titre d’exemple, le géne TBP a @acé sur
cette figure et est stable quelle que soit la damdill peut donc étre utilisé comme géne de etfée.

HERP, protéine du RE liée a la membrane et impéqdéns la stabilisation de
I’'homéostasie calcique [148] n’a cependant pas@tdervé en tant que biomarqueur. BiP est
I'un des genes répondant le mieux au stress ratreulll est, en outre, I'élément central de la
réeponse UPR. Il est intéressant de conserver ORP4&®e chaperon du RE, comme
biomarqueur. Ce dernier répond bien au stress dumdE peut aussi étre induit en cas
d’hypoxie ou de stress oxydant. De plus, sa suesgwn permet également de jouer un réle
protecteur (antiapoptotique), en empéchant le galge de C& du RE. Les séquences des

amorces des genes retenus sont présentées dabe 6
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Nom Séquence sens Séquence antisens
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG
TBP TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA CACATCACAGCTCCCCACCA
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTITCACCAGCAAGCT
BiP CTCGAATTCCAAAGATICAGCAACT CTCCACAGTTTCAATACCAAGTG
ORP150 TGCAGTGATCACCGT TCTTTCCGGCGGAAGACACC

Tableau 6 : Séquences des différentes amorces @wies en PCR en temps réel

Les niveaux d’expression de genes marqueurs deepanse inflammatoire (voir
chapitre Ill) seront étudiés par la technique d&kR@ temps réel dans les cellules HaCaT et
A375. Les séquences des amorces utilisées somnpéés dans ableau 7.

Nom Séquence sens Séquence antisens
CcXcL1 AGGGAATTCACCCCAAGAAC ACTATGGGGGATGCAGGATT
CXCL8 GACAAGAGCCAGGAAGAAACC AGCTGCAGAAATCAGGAAGG

CCL2 AGCAAGTGTCCCAAAGAAGC CTGAACCCAVTICTGCTIGG

TIMP1 CTTCTGGCATCCTGTIGTIG AGAAGGCCGTCTGGGT
c~Jun GGAGACAAGTGGCAGAGTCC GCACGTCCTTICTTCTCTTIGC
HSP2T CAGGACGAGCATGGCTACATCT | GGGATGGTGATCTCGTTGGAC
HSP70 AGGCCCACAAGAAGGTGCT TGGTACAGTCCGCTTTGTACTT

Tableau 7 : Séquences des différentes amorces utilisées en P&Remps réel

F. Evaluation de la croissance/viabilité cellulaire

La croissance ainsi que la viabilité cellulaire tsoresurées a 'aide du test MTT. Cette
méthode est basée sur la mesure de I'activité rokdaile cellulaire et plus précisément sur la
capacité qu’ont les déshydrogénases mitochondréatder le 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (Sigma). @#vage entraine la formation de
cristaux bleus-violets de formazan, qui serontalisset la quantité de cristaux formés sera
évaluée par une méthode spectrophotométrique [B4@ht de réaliser des expositions, nous
avons voulu déterminer si I'exposition 24h de ddignées cellulaires a la DSP de 1,15
mW/cmz (au dessus de la norme d’exposition grardiguoouvait avoir un effet biologique
(figure 34).
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Comparaison dans deux lignées de la viabilité cellu laire
aprés exposition ou non a 1,15 mW/cm2 pendant 24 he  ures

120
100 A =
80 A
60
40 -
20 A
0

O Sham
O Expo

du sham)

Viabilité cellulaire (%

A375 U-251 MG
Type de lignée

Figure 34 : Test de viabilité cellulaire (test MTT)

Des cellules issues de deux lignés cellulaireséutfftes (A375 et U-251 MG) ont été exposees ou aon
60,4 GHz durant 24 heures, a une DSP de 1,15 mWAroétte DSP, il n'y a pas d'altération de la Viidd®
cellulaire.

G. Statistiques

Pour I'ensemble des expériences décrites ci-aprésxception des puces a ADN), les

analyses statistiques ont été réalisées a l'aidegiciel Minitab (Minitab Incorporation).

H. Détermination de genes candidats par une approehpuces a ADN

Pour chaque lot de cellules, deux séries d’expéeindépendantes ont été réalisées ;
ces expositions ont toutes été realisées sur diesesecomprises entre 3 et 5 passages, afin
d’exclure un phénoméne de sénescence ou de déevéa ¢opulation cellulaire. Les
expositions ont été réalisées a la fréquence de@Hz, a une DSP de 1,15 mW/cm? & des

durées précisées dandigure 35.

[> Exposition aux ondes millimétriques : 60,4 GHz Puissance 1,15 mW/cm2 (proche de la
limite d’exposition pour le grand public)

> Temps dexposition : [l
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Figure 35 : Méthodologie adoptée pour réaliser leexpositions de cultures de cellules primaires auxndes

millimétriques

Toutes les cellules sont placées dans I'incubgiendant 24 heures. Les expositions peuvent étlis@ésa sur la
derniére heure, sur les 6 dernieres heures, da sotalité des 24 heures.

En paralléle, des expositions séquentielles orgiaus effectuées (1 heure d’exposition, puis wraicheure de
récupération). Enfin, une exposition faite duras 6 premiéres heures et suivie par 18 heurescdeédation.
Pour chaque lot, la répartition des expériencest &déte aléatoirement.
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Pour toutes les expériences (exposition, sham}dksles ont été placées pendant 24h
dans l'incubateur. Les expositions ont été réatisheant différents temps (1h, 6h, 24h), afin
de déterminer si les effets potentiels provoquédgsaondes pouvaient étre de nature précoce
(1h), intermédiaire (6h) ou tardive (24h). Il estpiortant de préciser que pour les temps
courts (1h et 6h), les expositions ont été réaiséspectivement lors de la derniere ou lors
des 6 derniéres heures, afin d’éviter I'éventusilse en place de phénomenes de retour a la
normale. Enfin, étant limités par le nombre de lamidisées pour les puces a ADN, un sham
a ete realisé a partir de cellules placées durdint(2ans exposition) dans l'incubateur pour
chaque série de chaque lot de cellules. En paraliigls cellules ont subi par intermittence 6
expositions de 1h coupées de phase de récupém¢iobh. Le but de cette expérience
consistant a déterminer si une succession d’expospeut provoquer ou non un effet
biologique. Enfin, a titre purement expérimentatude d’'une éventuelle réversion de I'effet
biologique a été réalisée, aprés exposition ddslesldurant les 6 premiéres heures dans
I'incubateur, suivies de 18h sans exposition. Cetigérience avait pour but de vérifier si les

modifications potentiellement engendrées par I'exjpmn aux ondes étaient réversibles.

Pour chaque lot de cellule, et pour chacune desx degries indépendantes
d’expérimentations, la répartition des conditioriexgdosition n’a pas été faite suivant le
méme ordre, de fagon a répartir les parametres l{rowme passages et types d’exposition)

aléatoirement.

Les expérimentations ont été menées sur des pusB&gWhole Human Genome Kit
4*44K, Agilent) (One color microarray-based genepression analysis). Chaque puce
posséde sur sa lame de verre 4 pistes, chacuneodamp532 lignes et 85 colonnes, soit un
total de 45220 points ou « spots ». Sur ces piSesemble des genes codants avec leurs
différents transcrits possibles (en raison de $&xice de variants d’épissage), retrouvés chez
I'étre humain sont représentés, sous la forme datpmu « spots », soit 41000 points,
constitués d’oligonucléotides d’une taille de 60rmenprimés sur la surface de la lame.
3000 points supplémentaires sont présents et eat\de contrdle interne.

La préparation des échantillons a été faite sedoprdtocole fourni par le fabricant. A
nos échantillons d’ARN, sont ajoutés des petits AiRiWnis par le fabricant, appelés Spike,
(One-color RNA Spike-In Kit, Agilent), qui servirbrde contrdle positif, permettant de
localiser et d’identifier les spots sur la lame, det réaliser un contréle quantitatif par
I'établissement de la relation entre I'intensité ldefluorescence et la quantité d’ARN. Ces

deux groupes d’ARNSs ont été rétrotranscrits (MMLV—-Rnvitrogen)) et les ADNc obtenus
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ont ensuite été transcrits et amplifiés en ARNCc leial7 RNA polymerase, subissant en
parallele un marquage a la cyanine 3 (Quick Ampeliag Kit, one color, Agilent). Ces
ARNCc ont ensuite été purifiés et I'incorporatiorsdg/anines a été controlée. Chaque lame de
puce contient 4 pistes et, au total pour nos cmmdif 5lames ont été utilisées. Les

échantillons marqués ont ensuite été répartis comdigué dans léigure 36.

6 lames contenant 4 pistes => 20 hybridations indépendantes

4

4 pistes d’hybridation pour le contréle 0 h (2 avec le lot 149 + 2 avec le lot 151 de cellules)

4 pistes d’hybridation pour I'expo 1 h (2 avec le lot 149+ 2 avec le Iot 151 de cellules) Analyse
statistique
4 pistes d’hybridation pour I’expo 6 h (2 avec ls Iot 149 + 2 avec le lot 151 de cellules) possible

4 pistes d’hybridation pour I'expo 24 h (2 avec le lot 149 + 2 avec le lot 151 de cellules)

2 pistes d’hybridation pour I’'expo 6 x 1 h {lot 151 de cellules)
exploration
1 piste d’hybridation pour I'expo 6 h + recovery (lot 151 de cellules)

1 répliquat technique du contréle n°1

Figure 36 : Répartition des échantillons marqués sues lames
Celle-ci est faite de maniere aléatoire de facéniter tout biais technique.

La répartition a été faite de maniere aléatoirechiacune des lames. En clair, une lame
ne contient pas uniqguement la méme condition. Agépdt sur lame, celles-ci sont hybridées
(Hybridization Kit, GE Protocole V4, HybridizatioBacking Kit, 4*44k format, Agilent)
pendant 17h (four d’hybridation de puces a ADN Ani), puis sont scannées a l'aide de
I'appareil DNA microarray scanner (Agilent). A lauie de cette étape, deux pistes
présentaient un niveau de distribution non homogdoebruit de fond (1 échantillon
exposition 1h et 1 échantillon exposition 6 fois).16es lames ont alors subi un lavage

pendant 15 secondes a I'acétonitrile, puis onséidinées une seconde fois.
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|.2 Article publié dans Antennas and propagation

Cette partie est constituée du papier soumis etpé€cdans la revue Antenna and
Propagation. Les expériences réalisées dans i@ gaivante ont été mises en place a I'lETR

pour caractériser notre systeme d’exposition acguiavril 2008.

Le principal but de ce travail consistait a déterniles effets biologiques potentiels des
ondes MM de faible puissance sur la viabilit¢ delhe, ainsi que sur I'homéostasie
intracellulaire des protéines. Un systeme d’expasispécifique, permettant de réaliser des
expositions en champ lointain, avec des densitépuitsance proches de celles qui seront
produites par les futurs systemes de télécommumisasans fil fonctionnant dans la bande
de fréquence de 60 GHz a été développé et casaetdres valeurs de DAS ont été
déterminées pour des bioéchantillons en utilisantmiéthode FDTD. Les ondes MM a
60,4 GHz avec une densité de puissance incidentamake de 1 mW/cmz? n’alterent pas la

viabilité cellulaire, 'expression génigue ou lanémrmation des protéines.
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Evaluation of the Potential Biological Effects of the
60-GHz Millimeter Waves Upon Human Cells

Maxim Zhadobov, Member, IEEE, Christophe Nicolas Nicolaz, Ronan Sauleau, Senior Member, IEEE,
Fabienne Desmots, Daniel Thouroude, Denis Michel, and Yves Le Dréan

Abstract—We investigate potential biological effects of
low-power millimeter-wave radiation on human cell viability
and intracellular protein homeostasis. A specific exposure system
allowing to perform far-field exposures with power densities
close to those expected from the future wireless communications
in the 60-GHz band has been developed and characterized.
Specific absorption rate (SAR) values were determined for the
biosamples under test using the FDTD method. It was shown that
millimeter-wave radiation at 60.42 GHz and with a maximum
incident power density of 1 mW/em? does not alter cell viability,
gene expression, and protein conformation.

Index Terms—Bioelectromagnetics, biological effects, millimeter
waves, numerical dosimetry, wireless communications.

I. INTRODUCTION

N THE LAST decade, progress in computational and exper-
I imental millimeter-wave electronics has allowed to iden-
tify the millimeter-wave frequency band as highly promising
for a number of high-resolution and high-speed wireless sys-
tems [ 1]-[6]. If we restrict our attention to the interactions with
biological tissues, current and near-future applications of mil-
limeter waves can be divided into two subgroups depending on
the radiated power: 1) high-power systems inducing a signifi-
cant heating of the human body surface, like nonlethal weapons
(e.g., active denial systems at 94-95 GHz) and therapeutic appli-
cations at 42.25, 53.57, and 61.22 GHz [7]; 2) low-power com-
munications, imaging, and radar systems in V- and W-bands
that do not induce any substantial temperature increase (typi-
cally less than 0.5°C) of human tissues, but may possibly pro-
duce biological and health effects due to prolonged exposure of
the users.

In particular, the unlicensed 57-64 GHz subband is of
strong interest today for high data rate (> 1 Gb/s) short-range
point-to-point and point-to-multipoint communications (e.g.,
wireless USB2.0, wireless video, streaming data, telecom back-
hauls) [8]-[12]. From the bioelectromagnetic point of view, the
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human body has never been exposed in natural conditions to
radiations in the 60-GHz band since these frequencies, which
correspond to the peak of molecular oxygen absorption, are
strongly attenuated in the atmosphere [13]. Furthermore, a large
number of spectral lines of molecular groups containing carbon
or oxygen molecules are located around 60 GHz. Moreover,
these frequencies have also been used in several countries for
biomedical purposes [14], thereby suggesting that molecular
interactions between the millimeter waves and the human body
are possible.

A few theories were proposed to explain potential biological
effects of millimeter waves [15]. A number of experimental
efforts have been also undertaken and have shown that mil-
limeter-wave radiations may interfere with several cellular
processes under certain exposure conditions. For instance, it
was demonstrated that these radiations can induce changes
in gene expression [16]. Additionally, millimeter waves were
found to reduce tumor metastasis [17] and protect cells from
toxicity of anticancer medicines [18]. It was also reported that
cellular metabolism and cell proliferation can be affected by
exposure to low-power millimeter waves [19]. Furthermore, it
was recently demonstrated that these radiations can modify the
structural state of phospholipids within biomembranes [20],
[21]. However, there remains a crucial lack in identification of
exact cellular targets of millimeter waves, and today there is
no well-established scientific interpretation for the observed
effects. Within this context, from the general public safety
viewpoint, it is important to investigate the possible biological
effects of low-power communication systems in the 60-GHz
band before their wide, near-future deployment within domestic
and professional environments.

Various environmental factors can cause significant changes
in the organization and conformation of biological macro-
molecules. DNA and proteins are the cellular components most
affected by variations of physical and chemical conditions.
DNA damages are induced by high-energy treatments (e.g.,
ionizing radiations), whereas proteins are particularly fragile
and affected by relatively weak disruptive treatments, such
as heat. Millimeter waves are nonionizing radiations and, as
expected, it was shown that they are not genotoxic [22]. Never-
theless, physical principles do not exclude that these radiations
might alter the protein conformations or cause a proteotoxic
stress. Denaturation of proteins due to environmental insults
may have many biological consequences. It may lead to various
cellular dysregulations, such as defects in enzymatic activities,
signal transduction, cellular organization, or cell growth. Fi-
nally, prolonged stress conditions may also affect the cellular

0018-926X/$26.00 © 2009 IEEE
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Environmental insults:

i = ?
proteotoxic stress = mm waves? Assay Assay
2 1
Protein Decrease of
== y
denaturation cellular growth

(decrease of enzymatic activitics) and viability

Rescuex / Adaptative cellular response
Synthesis of

stress proteins
(chaperones &
survival factors)

Fig. 1. Methodology implemented to investigate potential in vitro biological
effects of millimeter waves. Assay 1: Cell growth measurement. Assay 2: Lu-
ciferase assay on purified proteins. This reflects the possibility of direct protein
denaturation after exposure to millimeter waves. Assay 3: Quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). This technique enables one
to measure gene expression of stress-inducible factors in order to verify if mil-
limeter waves could trigger cellular adaptive response.

viability and trigger apoptosis, a form of programmed cell death
that can lead to severe diseases when deregulated. Consistently.
cells have developed sophisticated molecular systems to sense
and respond rapidly to changes in their environment [23]. In the
presence of stress conditions, cells express specific chaperones
and stress factors to cope with the accumulation of mistolded
proteins. These factors also have protective functions that allow
cells to survive.

Consequently, a relevant and accurate way for the investi-
gation of biological effects of millimeter waves at the cellular
level consists of studying and quantifying the most sensitive
cellular responses to stress as indicators (biomarkers) of cel-
lular homeostasis. As cellular stress is a multistep process,
we developed and applied several assay systems to assess
potential stress induction after exposure. Our methodology is
summarized in Fig. 1. Several complementary aspects of the
cell physiology have been considered in this work, starting with
relatively general characterization of cellular viability (assay
1) and then investigating potential subcellular modifications at
the level of protein conformation (assay 2) and gene expression
(assay 3).

As human skin is the primary target for the millimeter waves,
we used the immortalized keratinocytes HaCaT cells derived
from human epidermis [24]. Additionally, to validate and com-
pare the results obtained using keratinocyte cells, the human
astrocytoma glial cell line U-251 MG was used as a relevant
and well-characterized biological model to investigate cellular
stress.

This paper is organized as follows. We describe in Section I
the structure and characteristics of our exposure system and
provide numerical dosimetry data for the exposed biosamples.
Some details about the biological protocols are also provided at
the end of this section. The experimental results of the biological
tests after exposure of human cells at 60.42 GHz are described
in Section III. Finally, discussions and conclusions are given in
Section IV.
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Exposure chamber

Signal generation sub-unit

Fig. 2. Experimental setup and exposure system. Signal generation subunit
(QuinStar Technology Inc., CA): 1—60.42 GHz Gunn oscillator. 2— —3 dB
power divider (58-62 GHz). 3—V-band power amplifiers (25-dB gain).
4—Power combiner (58-62 GHz). 5—Isolator (20-dB isolation). Frequency
control subunit: 6— —20-dB directional coupler HP V752D. 7—Isolator HP
V365A (30-dB isolation). 8—Mixer MISHWD. 9—Spectrum analyzer R3182.
Exposure chamber: 10—17-dB-gain pyramidal horn antenna. 11—Absorbing
materials. 12—Incubator MEMMERT UE400. 13—6-well or 96-well tissue
culture plate. 14—Thermocouple.

[I. EXPERIMENTAL SYSTEMS AND NUMERICAL DOSIMETRY

In our experiments, the biological samples were placed
in standard 6-well or 96-well tissue culture dishes and were
exposed or sham-exposed to low-power millimeter waves.
In this section, the exposure system and experimental setup
are described. Then, numerical dosimetry data on the specific
absorption rate (SAR) within the exposed biological samples
are provided. Finally, some specific characteristics of the con-
sidered cells and bioassays used to quantify potential bioeffects
are given.

A. Experimental Setup

A narrowband exposure system for in vitro studies has been
specifically developed for human cells exposure under far-field
conditions. Fig. 2 schematically represents the three main sub-
units of this system, namely the signal generation subunit, the
frequency control subunit, and the exposure chamber.

A low-power CW signal is generated by a Gunn oscillator at
the center frequency f. = 60.42 GHz. This frequency value
coincides with the maximal oxygen-induced absorption peak in
V-band. A mechanical tuning system enables one to shift the
resonant frequency by 150 MHz around f.. This signal is am-
plified and transmitted toward a 17-dB-gain pyramidal horn an-
tenna with aperture dimensions 22.2 mm x 16.7 mm through
a set of WR-15 rectangular waveguides and a directional cou-
pler. In this work, the output power P equals 180 mW: this
corresponds to a maximum incident power density (IPD) of
1 mW/em? at the center of the tissue culture plate. This value
coincides with the general public exposure limit established by
international guidelines and recommendations [25].

The radiated power was carefully checked before and after
each exposure. The use of a Gunn oscillator guarantees a
very satisfactory frequency stability of the output signal as
highlighted in Fig. 3, (Af. = £0.006 GHz). This also ensures
its location within the peak region of oxygen absorption.
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Fig. 3. Frequency stability of the output signal versus exposure duration. The
center frequency is equal to 60.42 GHz.

The tissue culture plates (8.5 cm x 12.7 cm) with cells were
exposed or sham-exposed under far-field conditions in two dif-
ferent moments in the incubator at 37°C and then compared
later. Sham-exposures were performed under the same experi-
mental conditions as exposures, but with the generator switched
off.

B. Numerical Dosimetry

The exposure levels of biological samples at millimeter waves
are typically characterized by two parameters, namely the IPD
and the SAR values. IPD data have been previously reported for
6-well and 24-well tissue culture plates illuminated by a pyra-
midal horn antenna [26]. Here., we mainly focus on determina-
tion of the average SAR for the two exposure scenarios corre-
sponding to the three assays defined in Fig. 1: 1) exposure of cell
monolayers located in 6-well or 96-well culture plates (assays 1
and 3): 2) exposure of purified protein solutions in a 96-well
tissue culture plate (assay 2).

1) Average SAR in Cell Monolavers: The analysis of
gene expression modifications after exposure at 60.42 GHz
(Section III-C) was performed using standard 6-well culture
plates made of polystyrene. In the experiments, each plate
was illuminated under far-field conditions by a pyramidal horn
antenna 27 cm apart, as illustrated in Fig. 2. The cell monolayer
is located at the bottom of each well and is covered by a culture
medium whose height is equal to 1 cm. In the modeling, the
thickness of the monolayer was assumed to be 30 pm. Previ-
ously, it was shown that the SAR within the cell layers in the
tissue culture plates is not critical to the thickness variations of
the monolayer ranging from 10 to 30 pm [27]. The wells and
culture plates are schematically represented in Fig. 4.

The dielectric properties of the cell monolayer and culture
medium were determined applying Maxwell’s mixture equa-
tion to the free-water permittivity data. The corresponding data
are available in [27] from 30 to 100 GHz. They are given at
60.42 GHz in Table L

The distribution of the electromagnetic field within each of
the six wells was computed using the FDTD method (XFDTD
software from REMCOM Inc.) that proved to be very well
adapted for biomedical electromagnetic dosimetry [28]-[30].

2051

Culture
medium
Cells
Polysty-
rene

Assay 1
Culture medium
Cells
15
Protein solution — £33
Polystyrene E I
Assay 2

(b)

Fig. 4. Dimensions of 6-well and 96-well tissue culture plates, and schematic
representation of individual wells. (a) 6-well tissue culture plate. (b) 96-well
tissue culture plate.

TABLE 1
PROPERTIES OF THE MATERIALS USED IN THE MODELING AT 60.42 GHz
Material Relative Electric
Materia permittivity conductivity (S/m)
Air 1 0
Polystyrene 2.3-0.003j 0.01
Culture medium 15.2-22 .4 77.1
Cells 10.9-14.5j 50.4
Protein solution 14.7-21.7j 47.1

All simulations were performed using adaptive rectangular
mesh with a cell size d ranging from /10 (3 gm) up to A/20
(250 pm in free space), where A and [ are the wavelength in
the considered substructure and the smallest dimension of this
substructure, respectively. We assumed the incident field to be
a normally incident, linearly-polarized plane wave. Each com-
putation was performed for single-well applying boundary con-
ditions as defined in Fig. 5.

The average SAR over the cell monolayer volume was deter-
mined from the electric field values, electric conductivity, and
average mass density of the cells p = 1.11 g/cr113 (Fig. 5).
This modeling strategy has already been validated experimen-
tally using infrared thermometry for 24-well plates [27]. As the
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Fig. 5. IPD distribution (grayscale), average IPD. and average SAR in each

well of the 6-well tissue culture plate. PML, PEC, and PMC denote the per-
fectly matched layer, the perfect electric conductor, and the perfect magnetic
conductor boundary conditions, respectively.

four corner wells and two central wells are symmetrical from the
electromagnetic point of view, their average SAR is the same.

The SAR was also computed for monolayers located in
96-well tissue culture plates. Such plates have been employed
to study cell viability (Section III-A). Here. taking into ac-
count the large number of wells, periodic boundary conditions
were applied at four lateral sides of a well. For a peak IPD of
1 mW/em?, the average SAR ranges from 26.2 (center well)
down to 13.7 W/kg (corner wells).

2) Average SAR in Purified Protein Solutions.: The direct ef-
fect on possible protein conformation changes after exposure to
the millimeter waves was studied using a purified protein so-
lution located in a 96-well tissue culture plate (Section III-B).
Each well was filled with 50 gL of protein solution forming a
cylinder whose height and diameter equal 1.8 and 6 mm, respec-
tively. The volume of the solution was carefully chosen to get
enough material for the biological tests and, at the same time,
to ensure a maximum variation of the average SAR at different
heights of the solution smaller than £5 dB with respect to the
averaged SAR over the total volume of the solution.

The relative permittivity and electric conductivity of our so-
lution were determined as explained in Section II-B1; they are
given in Table L. It is important to note that due to the diffraction,
multiple reflections, and mutual coupling between neighboring
wells, the protein solution was also partly exposed from the lat-
eral sides and from the top that increases the averaged over the
solution volume SAR. It is also worthwhile to mention that due
to the Brownian motion and convection. the protein solution is
constantly mixed, which ensures more homogeneous exposure
conditions.

The electromagnetic problem was solved using the FDTD
method by applying periodic boundary conditions on opposite
lateral sides of a single well. Depending on the well location in
the culture plate. the averaged SAR over the solution volume
was found to be in the range 4.3 £ 1.3 W/kg. The resulting
averaged SAR values are much smaller than for cell mono-
layers (Fig. 5) since the penetration depth of millimeter waves
is smaller than the protein solution height [27].
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C. Cell Culture and Bioassays

1) Cell Culture: Immortalized HaCaT cells [24], derived
from human epidermis, were kindly provided by Dr. M-D.
Galibert-Anne (University of Rennes 1, Rennes, France),
and they were grown in Dubelcco’s modified Eagle medium
(Gibco/Life Technologies), supplemented with 10% of Feetal
Calf Serum. 100 units/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin,
and 0.25 pg/ml amphotericin (Gibco/Life Technologies).

We also used human astrocytoma cell line U-251 MG [31],
as they are highly sensitive and respond with great efficiency
to environmental perturbations. Cell culture of U-251 MG was
performed as described previously [32], using the same culture
medium as for the HaCaT cells.

Both cell lines were maintained at 37°C under 5% COs in
the air. The cell cycle durations for HaCaT and U-251 MG cells
are 20 and 24 h, respectively. Cells were spread in order to
have around 60%-70% of confluence at the end of the expo-
sure experiments.

2) Bioassays: As summarized in Fig. I, three series of bi-
ological assays were carried out after exposure to millimeter
waves: 1) study of cell growth and viability: 2) analysis of direct
protein denaturation; 3) determination of possible modifications
of gene expression. In each case, multiple exposures were per-
formed to ensure appropriate statistics. The corresponding ex-
perimental results are given in Section IIL

Cell growth and viability (assay 1 in Fig. 1) were measured
using the “cell growth determination Kit” from Sigma-Aldrich.
Cell viability was determined by measurements of cellular
metabolic activity, which is proportional to the number of
viable cells in the culture dish. This method is based on the
cleavage of the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyl tetra-
zolium bromide (also known as MTT) by the mitochondrial
dehydrogenases of viable cells. Cells spread in a 96-well plate
were sham-exposed or exposed to 60.42 GHz radiation for 24 h.
The cells were incubated with the MTT reagent for the last
3 h of the culture. Cleavage by metabolically active cells leads
to the formation of purple formazan crystals. The latter were
solubilized and measured by a spectrophotometric method,
according to the manufacturer’s recommendations.

The direct protein denaturation was studied using in vitro
luciferase (Luc) assay (assay 2 in Fig. 1). The cDNA encoding
the luciferase enzyme from firefly (Photinus pyralis) was
inserted into the pGEX-3X plasmid (GE Heathcare Bio-Sci-
ences, Uppsala, Sweden), which corresponds to a Glutathione
S-Transferase (GST) expression vector. The presence and
the orientation of the insert within the recombinant plasmid
were verified by restriction enzyme analysis. E. coli BL21
bacteria cells were transformed with the resulting pGEX-Luc
expression vector and selected colonies were tested for pro-
tein production. Recombinant GST-Luc fusion protein was
expressed and purified as described in GE Healthcare Life
Sciences protocols [33]. Briefly, whole cell lysates were ob-
tained from transformed bacteria grown at 32°C and induced
with 0.5 mM IPTG for 5 h. Soluble proteins were separated
from insoluble materials by centrifugation. Then, the GST-Luc
fusion protein was purified by affinity chromatography using
glutathione-agarose beads. The purified GST-Luc (50 ng/uL.,
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Fig. 6. Cell viability test results. (a) Positive control in presence of cell death
inductors. (b) Cell viability for cells exposed or sham-exposed to millimeter
waves. Data is shown for 12 samples as mean value and standard deviation.

580 nM) was incubated in 50 pL of phosphate buffered saline
(PBS) in a 96-well plate. The purified GST-Luc was exposed
or sham-exposed to millimeter waves for 15 min at 37°C.
Its enzymatic activity was then determined in a luminometer
using a luciferase assay system kit (Promega). As a posilive
control, thermal denaturation of luciferase (10 min at 42°C)
was performed under the same conditions.

Finally, to assess potential modifications of gene expression
(assay 3 in Fig. 1), we used reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) analysis. Total RNA from U-251
MG or HaCaT cells, exposed or sham-exposed for 24 h, were
prepared and reverse-transcribed as previously described [32].
The mRNA expression levels of stress-induced survival factors
(HSP70, BiP) were measured by real-time PCR and normalized
as explained in [34].

Statistical significance of the performed essays was evaluated
by using Student’s ¢ test within the Minitab 15.1.1 software.
P > 0.05 was considered as a criterion of nonsignificance.

[II. RESULTS

In this section, we present the experimental results on the po-
tential modifications induced at cellular (viability of cells) and
subcellular (protein conformation and gene expression) levels
after cell exposure to low-power millimeter-waves.

A. Viability of Cells

To address the potential cytotoxicity of millimeter-wave ra-
diation, the MTT assay was performed after 24 h of exposure to
60.42 GHz (Fig. 6).

As a positive control demonstrating the decrease of cell vi-
ability as a reaction to stress, the MTT test was performed for
U-251 MG cells in the presence of cell death inductors, namely
10 p#M staurosporine (Stauro: a potential anticancer drug that
provokes apoptosis) or 8 M cadmium (Cd: a highly toxic heavy
metal). Under these conditions, the cell viability was decreased
by a factor larger than 6 [Fig. 6(a)].

Then, the cell viability was compared for the exposed (P =
180 mW, IPD, 0y = 1 mW/em?, SAR,, = 13.7 — 26.2 W/kg)
or sham-exposed cells (17 = 0 mW). Our resulls are given in
Fig. 6(b). They clearly show that, in contrast to the positive con-
trols, millimeter-wave radiation does not decrease cell viability
or cellular proliferation for the cell lines used in our study.
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Fig. 7. Protein luciferase activity after exposure or sham-exposure to
60.42-GHz radiation. (a) To demonstrate how sensitive the luciferase enzyme
to denaturing conditions is, a heat shock treatment (42°C, 10 min) was
performed and compared to control (4%C, 10 min). (b) Activity of exposed at
60.42 GHz and sham-exposed samples (37°C, 15 min). Data provided for four
samples.

B. Effecis on Protein Conformation

Purified protein luciferase dissolved in saline solution was ex-
posed to 60.42 GHz or sham-exposed. The choice of the bio-
logical system under test was determined by its extremely high
sensitivity to various physical and chemical conditions.

As a positive control, an in vitro denaturation experiment was
performed, demonstrating that a short incubation at 42°C is suf-
ficient to entirely denature the luciferase [Fig. 7(a)].

The protein solution was exposed or sham-exposed for 15
min at 37°C (P = 180 mW, IPD s = 1 mW/em?, SAR,y =
3—15.6 W/kg). This experiment was restricted to very short-term
exposure time as purified luciferase is extremely fragile and its
prolonged incubation may rapidly abolish its enzymatic activity.
Our experimental results [Fig. 7(b)] show that millimeter waves
do not significantly change luciferase activity under the consid-
ered exposure conditions. Taking into account relatively non-
homogeneous distribution of the SAR in the protein solution.
further complementary investigations in this direction might be
useful.

C. Effects on Gene Expression

Finally, we studied whether prolonged exposure to mil-
limeter-wave radiation has a proteotoxic effect strong enough
to trigger cellular adaptive response and overexpression of stress
factors. To address this issue, we selected two stress-biomarker
genes, namely the heat shock protein 70 (HSP70) and the
immunoglobulin heavy-chain binding protein (BiP). These two
genes are highly inducible by cellular stresses and can be used
as perfect indicators of cellular aggression [35], [36]. To mon-
itor the cellular stress level. cells were exposed to 60.42 GHz
(P = 180 mW, IPD oy = 1 mW/em?, SAR., = 21.43 W/ke
for central well. SAR,, = 16.96 W/kg for corner well) or
sham-exposed for 24 h. Then, total RNA was purified for quan-
titative real-time PCR analysis. This technique is considered
nowadays as the most sensitive and accurate one for gene
expression measurement.

For the positive control, cells were incubated for 3 h 30 min
at 42°C. The expression of HSP70 and BiP increased 2.2- and
9.2-fold, respectively, after heat shock treatment [Fig. 8(a)].

Our experimental results have shown that the mRNA levels
of HSP70 and BiP do not increase after exposure of the cells to
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Fig. 8. Gene expression of stress-related proteins after exposure to 60.42 GHz
or sham-exposure. (a) Human astrocytoma glial cell line U-251 MG. (b) Human
epidermis cells HaCaT. Each test was performed at least in triplicate.

millimeter waves for two human cell lines, namely the glial cells
U-251 MG [Fig. 8(a)] and the keratinocytes HaCaT [Fig. 8(b)].

IV. DISCUSSIONS AND CONCLUSION

In this study, we investigated potential biological effects of
millimeter waves at 60.42 GHz upon human cells (skin cells and
glial cells). A specific exposure system for in vitro studies was
developed and characterized. The output power level was se-
lected to achieve superficial power densities on biological sam-
ples close to those typically expected from the future wireless
communication systems in the 60-GHz band.

First, the average SAR values within cell monolayers or
protein solutions used in our bioelectromagnetic experiments
were computed with the FDTD method. The numerical results
demonstrated that, for the maximum IPD of 1 mW/cm? (expo-
sure limit for general population), the average SAR values range
between 17 and 21.4 W/kg and between 13.7 and 26.2 W/kg
for 6-well and 96-well tissue culture plates, respectively. The
average SAR (4.3 £ 1.3 W/kg) for purified protein solutions in
96-well plates is 4.7 times lower than for cell monolayers due
to the shallow penetration of millimeter waves in the solution.

Then, various biological assays were defined and imple-
mented to assess the effects of low-power millimeter wave at
the cellular, subcellular, and molecular levels. Our experimental
results demonstrated that, for the IPD lower than 1 mW/cm?,
exposure to millimeter waves does not modify cell growth
and viability. Furthermore, the experiments did not show any
statistically significant effect on protein conformation and
adaptive gene expression. These data confirm recent studies
showing that, if care is taken to avoid thermal effects, exposures
to low-power millimeter-wave have no proteotoxic effects and
do not induce protein chaperones expression [26], [34], [37].

In conclusion, our results indicate that exposure to low-power
radiations around 60 GHz does not cause any significant effect.
However, they do not exclude a possibility of existence of local
subcellular effects or effects potentially induced by prolonged
exposures. Moreover, we cannot neglect possible synergistic ef-
fects and eliminate the possibility that other exposure param-
eters, like frequency, exposure time, or field polarization may
have effects on biosystems. Therefore, additional gene markers
and radiation parameters should be further analyzed for an ex-
tensive investigation of the potential biological effects of mil-
limeter waves.
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Ce chapitre est organisé en deux grandes parteeprémiere est composée des deux
articles publiés respectivement en 2008 et 2008 tnrevues Cell Biology and Toxicology
et Bioelectromagnetics. Dans le premier articlege @malyse en profondeur de différents
mécanismes impliqués dans la réponse UPR est&éalks utilisant une seule fréquence
d’exposition, 60,4 GHz, pour laquelle la DSP requer les cellules est de l'ordre de
0,14 mW/cm?2. Le second article porte sur I'effel@@ariation de la fréquence, a cette méme
DSP. Dans la deuxieme partie de ce chapitre, nemssgpoursuivi ce travail sur le stress du
RE, cette fois-ci dans des lignées cellulaires daup Nous avons voulu déterminer si la
variation de la puissance pouvait avoir un impact'toméostasie du RE. Enfin, nous avons
complémenté ce travail avec une nouvelle approcipe€ranentale consistant a mettre en
évidence l'existence d'un potentiel effet synergigantre les ondes MM et le stress

réticulaire.

.1 Etude du stress réticulaire potentiellement imluit par les

ondes MM de faible puissance (0,14 mW/cm?)

Le principal but de ce travail a consisté a étuthereffets biologiques potentiels des
ondes MM de faible puissance sur le RE, qui, commes I'avons vu précédemment, est un
organite sensible a une large variété de stresgoamementaux. Nous avons considéré les
expositions a des fréquences autour de 60 GHzaisaorr de leur utilisation, dans un futur
proche, dans les systétmes de télécommunications 8anA travers différents tests
biologiques, nous avons montré que I'expositior0a &Hz ne modifiait pas le repliement
des protéines du RE ou encore leur sécrétion. Deanéette exposition n’induisait pas non
plus l'activation des facteurs de transcription AT&t XBP1, ni celle des messagers des
protéines de survie spécifiques de la réponse EHARvarallele, cette étude nous a eégalement
permis de sélectionner la techniqgue de PCR en teégbcomme outil le plus robuste pour
une caractérisation d’éventuels effets biologiqieses ondes.

A la suite de ce travail et manquant de donnéesodéant précisément I'existence de
molécules ou d’organes cibles de ces ondes, noosisagélectionné des fréquences
d’exposition a partir des bases de données derspecpie chimique. A certaines fréquences
correspondent des raies spectrales de moléculde guoupement moléculaires, notamment
'oxygéne, pour lequel il existe trois pics d’abstion a 59,164 ; 60,4 et 61,15 GHz et deux
fréequences (59,87 et 60,83 GHz) pour lesquellgtghaation atmosphérique est plus faible
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(voir introduction figure 6). En paralléle, nous avons également retenu negdréquences,
comprises entre 59 et 61 GHz, qui correspondent raies spectrales de groupements

moléculaires di ou triatomiquétableau 4)

Bien que ces molécules ne soient pas directeméséptes au sein de I'organisme, elles
contiennent cependant des atomes de carbone, digme ou d'oxygene qui sont les
principaux constituants de la matiére vivante. p@sition de cellules de la lignée gliale
humaine U-251 MG a ces différentes fréquences epeeicdant pas permis de mettre en avant
de modification des niveaux d’expression des ARNmddux marqueurs du stress réticulaire,
les chaperons BiP/GRP78 et ORP150/GRP170. Lestatsudle ces deux études démontrent
gue, quelles que soient les fréquences d'expogiétanues, a une DSP de 0,14 mW/cmz?, les
ondes MM ne sont pas capables de perturber I'hom&iesdu RE (dans notre modéle
d’étude).
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A. Article publié dans Cell Biology and Toxicology

Publication

Absence of direct effect of low-power millimeter-wae radiation at

60.4 GHz on endoplasmic reticulum stress
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Abstract Millimeter waves (MMW) at frequencies
around 60 GHz will be used in the very near future in
the emerging local wireless communication systems
and the potential health hazards of artificially induced
environmental exposures represent a major public
concern. The main aim of this study was to
investigate the potential effects of low-power MMW
radiations on cellular physiology. To this end, the
human glial cell line, U-251 MG, was exposed to
60.4 GHz radiation at a power density of 0.14 mW/
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cm? and potential effect of MMW radiations on
endoplasmic reticulum (ER) stress was investigated.
ER is very sensitive to environmental insults and its
homeostasis is altered in various pathologies.
Through several assay systems, we found that
exposure to 60.4 GHz does not modify ER protein
folding and secretion, nor induces XBPl or ATF6
transcription factors maturation. Moreover, expression
of ER-stress sensor, BiP/GRP78 was examined by
real-time PCR, in exposed or non-exposed cells to
MMW radiations. Our data demonstrated the absence
of significant changes in mRNA levels for BiP/
GRP78. Our results showed that ER homeostasis
does not undergo any modification at molecular level
after exposure to low-power MMW radiation at
60.4 GHz. This report is the first study of ER-stress
induction by MMW radiations.

Keywords 60 GHz - BiP/GRP78 - Biological effects -
Cellular stress - Non-ionizing radiation

Abbreviations

ATF6 activating transcription factor 6

BiP immunoglobulin heavy-chain binding pro-
tein, also known as GRP78: 78 kDa glu-
cose-regulated protein

EMF electromagnetic field

ER endoplasmic reticulum

IEEE Institute of Electrical and Electronics
Engineers

IRE1 inositol-requiring enzyme |1
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MMW  millimeter wave

SEAP secreted alkaline phosphatase
PCR polymerase chain reaction
UPR unfolded protein response
WLAN  wireless local area network
XBP1 X-box binding protein 1
Introduction

Possible health hazards due to utilization of electromag-
netic field (EMF) in telecommunication technologies
represent, nowadays, a major public concern. World
leading telecommunication companies are developing
new local wireless communication systems (e.g. wire-
WLAN), operating in the 57

64 GHz frequency band. These radiations belong to the
so-called millimeter-wave (MMW) frequency band
which spreads from 30 GHz to 300 GHz in terms of
frequency, and from 1 mm to 10 mm in terms of the
wavelength in the free space (Marcus and Pattan 2005).
They have been recently adopted by the IEEE
802.15.3¢ Standardization Committee, since they per-
fectly suit to confidential high data rate communica-
tions. Because of atmospheric attenuation caused by
strong oxygen-induced absorption (Licbe et al. 1992),
60 GHz radiations are naturally absent from the
environmental EMF spectrum. Therefore, biological
organisms have never been exposed to these radiations
in their natural environment and little is known about

less local area networks

their potential biological effects on human health. It is
noteworthy that MMW therapy (42.25 GHz,
53.57 GHz, and 61.22 GHz; 10 mW/'cmz) has been
already used in a few East-European countries as an
effective therapeutic method (Pakhomov et al. 1998;
Rojavin and Ziskin 1998), which suggests that molec-
ular interactions between MMW and human body is
possible. Compared to the EMF exposures used for
example in the mobile phone communications, MMW
are very locally absorbed by the biological tissues,
which means that MMW with low power densities
could result in significant biological effects. Therefore,
the determination of the potential biological effects of
MMW is essential to provide an insight into the safety
on utilization of new wireless communication systems.

Previous studies have reported that low-power
microwaves and MMW radiations may interfere with
various cellular processes. For instance, proteins ex-
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pression and stability were found to be affected by
microwaves. It was proposed that exposures at frequen-
cies around 1 GHz can alter protein conformation,
which causes in turn the synthesis of heat shock proteins
(French et al. 2001; de Pomerai et al. 2003). However,
the proteotoxic effect of EMF is still controversial, and
recent studies have shown that, if care is taken to avoid
thermal effects, low-power microwaves (1.8 GHz,
1.8 Wikg) and MMW exposures (60 GHz, 0.54 mW/
cm”) have no proteotoxic effects and no notable
change in heat shock protein expression can be
detected (Dawe et al. 2007; Zhadobov et al. 2007).
Moreover, higher-power MMW radiations were found
to reduce tumor metastasis (42.2 GHz, 36.5£5 mW/
em?; Logani et al. 2006), or to protect cells from the
toxicity of commonly used anticancer drugs
(42.2 GHz, 31+5 mW/cm?; Makar et al. 2003). More
recently, it was observed that the proliferation of cells
exposed to MMW (52-78 GHz, 0.07 uW/em®) was
changed, as well as their energetic metabolism (Bene-
duci et al. 2005). Furthermore, some recent studies
showed that structural modifications in the biomem-
branes may occur during the exposure to the MMW
(42.25 GHz, 34.5 mW/cm? and 60 GHz, 0.9 mW/em?;
Szabo et al. 2006; Zhadobov et al. 2006). These data
suggest that membrane-rich cellular organelles, such as
endoplasmic reticulum (ER), are potential targets of
MMW. This hypothesis was recently strengthened by a
transmission electron microscopy study, showing that
MM W-irradiated (53.57-78.33 GHz, 1 uW/em?) cells
presented ultrastructural modification of their ER
compartment (Beneduci et al. 2007).

ER is the site of synthesis and folding of secreted
proteins. This organelle, where proteins are extremely
concentrated, is very sensitive to environmental insults
and has been shown to be involved in various
pathologies such as cancers, diabetes, or neurodegener-
ative diseases (Zhao and Ackerman 2006; Ni and Lee
2007; Yoshida 2007). Perturbation of ER functions
causes what is collectively termed the ER stress, and
leads to the activation of signalling pathways known as
the unfolded protein response (UPR). UPR pathway
involves ER transmembrane proteins, like the inositol-
requiring enzyme | (IREIl) and the activating tran-
scription factor 6 (ATF6), which act as stress sensors/
transducers (Ron and Walter 2007). Upon ER stress,
ATF6 is translocated to the Golgi apparatus, where it is
cleaved by specific proteases. The cleaved form
corresponds to an active transcription factor that can
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activate its target genes, particularly the specific ER
chaperone BiP/GRP78 (Yoshida et al. 2000). At the
same time, IREI
endoribonuclease domain of this protein allows
the XBPI mRNA to be spliced in an unconventional
manner (Yoshida et al. 2001). The spliced XBPI
messenger encodes a full length active transcription
factor that also induces ER chaperone synthesis and
ER-associated degradation factors. After all, UPR
consists in heightening ER capacity by inducing ER
chaperone and secretion or degradation enzyme syn-
thesis, which permits the cell to restore its homeostasis.
The purpose of this study was to investigate the
potential effect of low-power MMW on ER cellular
homeostasis perturbation.

i1s dimerized and activated. The

Materials and methods
Plasmid constructs

The ATF6 expression vector and the reporter plasmid
containing the human BiP/GRP78 gene promoter
(pBiP_135.:7-luc) were kindly provided by Dr K. Mori
(Department of Biophysics, Graduate School of Sci-
ence, Kyoto University, Kyoto, Japan), and were
described previously (Yoshida et al. 1998). The secreted
alkaline phosphatase expression vector (pSEAP)
was purchased from Clontech (Mountain View, CA,
USA).

Cell culture and transfection

Since brain is one of the potential target organs for
bioelectromagnetic interactions, and astrocytes one of
the predominant glial cell types in the adult central
nervous system, functioning as both protective and
nutritive cells for neurons (Takuma et al. 2004), a
human astrocytoma cell line, U-251 MG was used.
These cells were grown and transfected as described
previously (Loison et al. 2006). For each experiment,
two 24-well tissue culture plates were exposed to
MMW at 60.4 GHz during 24, 48, or 72 h. Using
separated transfection complexes, three independent
transfections were performed per reporter plasmid. As
ER-stress positive control, cells were treated for 16 h
with T uM thapsigargin (TG). After transient expres-
sion, cells were harvested and the luciferase and SEAP
activity levels were then measured and normalized
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with f[3-galactosidase activity. The luciferase activity
was determined with a luciferase assay system kit
(Promega, Madison, Wi, USA), whereas the SEAP
activity was assayed using the Great EscAPe SEAP
fluorescence detection kit (Clontech Laboratories,
Mountain View, CA, USA). [3-galactosidase activity
was determined using a fluorimetric method, as
described previously (McGuire et al. 2002).

RT-PCR analysis

A total of three six-well tissue culture plates were
independently exposed to 60.4 GHz for 24 h. For
each tissue culture plates, RNA from three wells were
pooled together, constituting one RNA sample which
was separately reverse-transcribed (RT) as previously
described (Loison et al. 2006). Then, four to ecight
quantitative real-time PCR were performed per
messenger for each RT. PCRs were normalized using
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
as internal control. In order to determine whether the
exposure to MMW at 60.4 GHz could cause XBPI
maturation, a RT-PCR analysis of XBPI mRNA
splicing was performed as described previously (Shang
2005). The expression levels of ER-stress sensor BiP,
cytosolic-stress sensor (HSP70) mRNAs were mea-
sured by real-time PCR. Primer sequences used in
this study are indicated in Table 1. Reactions were
performed in a total volume of 12 puL, containing
133 nM of each sense and antisense primers, 0.5 uL
of RT, and 6 pL of iQ SYBR Green supermix (Bio-
Rad, Hercule, CA, USA). The PCR reaction was
performed as follows: 98°C 30 s, then 40 cycles 95°C
30 s, 54°C 30 s. PCR products were measured con-
tinuously with MiniOpticon device (Bio-Rad, Hercule,
CA, USA).

Statistical analysis

Prior to statistical analysis, we assessed normality and
homoscedasticity of the error terms of our data. Box

Cox transformation was applied to the data for which
observed deviations for group means lack normality.
Effects of low-power MMW were evaluated by
performing Student’s ¢ test. All models were imple-
mented in Minitab 15.1.1 software and a P value
>0.05 was considered as not statistically significant.
The experiments were not performed in a blinded
manner.
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Table 1 Primer sequences

Name and symbol

Forward primers

Reverse primers

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH)

X-box binding protein 1

Immunoglobulin heavy-chain binding protein
(BiP)

Heat shock protein 70 (HSP70)

TGCACCACCAACTGCTTAGC

CCTTGTAGTTGAGAACACG
CTCGAATTCCAAAGATTCAGCAACT CTCCACAGTTTCAATACCAAGTG

CTCAGGATTTGCCCTATCCAGATC

GGCATGGACTGTGGTCATGAG

GGGGCTTGGTATATATGTGTGG

TCCTGGTCCACTTGCATCTTC

Experimental set-up and exposure system

In this study we used a MMW exposure system
operating in the 50-75 GHz frequency range specif-
ically developed for in vitro bioelectromagnetic
experiments (Fig. 1). The main structural units and
the detailed characteristics of the experimental set-up
were described previously (Zhadobov et al. 2007). In
each experiment, the tissue culture plates containing
the cells were exposed or non-exposed to the linearly
polarized continuous wave radiation at 60.43 GHz.
The central frequency was monitored during the
exposure using an Advantest R3182 spectrum ana-
lyzer. The frequency was checked and adjusted,
providing a frequency stability of £0.0015 GHz. The
output power was measured cach time before and
after the experiment using an Agilent V8486A power
sensor. The maximal power density at the cell level
was equal to 0.14 mW/ecm?. Additional data on the
numerical and experimental MMW dosimetry for in
vitro experiments are available in previous study
(Zhadobov et al. 2008). To monitor the temperature
inside the MMW exposure system, we used a
temperature data logger (HI141JH, HANNA Instru-

ments, Lingolsheim, France) with two independent
temperature sensors. Logging interval was set cvery
15 min during the exposure time, attesting a temper-
ature stability of 37+0.3°C

Results

Exposure to 60.4 GHz does not alter ER protein
folding and secretion

We wanted to determine if MMW could induce ER
stress or disrupt the ER secretory pathway. It has
previously been shown that a secreted form of the
human placental alkaline phosphatase, whose enzy-
matic activity is very fragile, can serve as an effective
marker for ER stress (Hiramatsu et al. 2006). This
reporter enzyme is folded into its active conformation
inside the ER, and only the correctly folded proteins
are secreted into the medium. Cells were transfected
with pSEAP reporter plasmid. and exposed for 24, 48,
or 72 h to 60.4 GHz radiation. Culture cell media
were then collected and subjected to the SEAP assay.
The results show that SEAP activity is not altered in

Fig. 1 Experimental set-up for in vitro cell exposure to
millimetre-wave radiations. High-voltage power supply Sie-
mens RWONI14 (/) feeds backward-wave oscillator Siemens
RWO75 (2), which generates millimeter-wave radiations in the
50-75 GHz frequency range. Then, MMW propagate through
rectangular waveguides and coaxial cables (4) to pyramidal
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horn antenna (7) located inside the incubator Memmert UE400
(3). Frequency stability during the experience was monitored
using a spectrum analyzer (3). Exposed or non-exposed tissue
culture plates (6) were set up in the upper part of the incubator
above the antenna. Local temperature of the exposed tissue
culture plate was controlled using a thermocouple (8)
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cells exposed to MMW, compared to non-exposed
cells (Fig. 2). As control, cells were treated with
strong ER-stress inducers such as thapsigargin (TG)
or brefeldin A (BFA), which disturb luminal calcium
concentration, or inhibits the transport between the
ER and the Golgi apparatus, respectively (Fig. 2). As
expected, a significant reduction in SEAP activity was
observed in these cells, demonstrating that this assay
was functional.

Exposure to 60.4 GHz does not activate UPR-related
transcription factors

In mammals, response to ER stress involves mainly two
transcription factors: XBP-1 and ATF6. Activation of
XBP-1 requires unconventional cytoplasmic splicing of
the XBP-1 mRNA and this event can be used as a
biomarker of ER stress (Hirota et al. 2006). To
determine whether MMW could induce XBP-1 splic-
ing, cells were exposed to 60.4 GHz for 24 h. Total
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Fig. 2 Exposure to 60.4 GHz does not instigate protein
misfolding inside endoplasmic reticulum. U-251 MG cells were
transfected with a reporter vector coding the secreted form of
the human placental alkaline phosphatase (SEAP) as endoplas-
mic reticulum stress marker. As indicated, cells were exposed
or non-exposed to millimeter-wave radiations at 60.4 GHz, or
were treated with dimethyl sulfoxide (vehicle), | pM thapsi-
gargin (7G) or 1 uM brefeldin A (BFA), as positive controls.
After exposure or treatment, culture medium was collected and
SEAP activity was assessed as described in “Materials and
Methods™. The values represent the percentage of relative
SEAP activity measured in exposed or treated cells, divided by
the SEAP activity obtained for the non-exposed or non-treated
cells. Data are expressed as means (+standard deviation) of six
independent transfections distributed within two sets of
exposure experiments
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RNA were analyzed by RT-PCR. As shown in Fig. 3A,
MMW exposure did not induce XBP-1 splicing
whereas cells treated with 1 uM TG clearly expressed
the two forms of XBP-1 (spliced and unspliced).
Another step in UPR involves ATF6 maturation. The
active cleaved form of ATF6 binds to the cis-acting
ER-stress response element (ERSE) within ER-stress-
sensitive gene promoters. Cells were transfected with
luciferase reporter construct, driven by human BiP
promoter which contains three consecutive ERSE
(Yoshida et al. 1998). This promoter is very sensitive
and quickly induced by TG treatment, or ATF6
overexpression, as shown in Fig. 3B (right side of the
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Fig. 3 Exposure to 60.4 GHz does not generate XBP-1
splicing, nor induced human BiP/GRP 78 promoter transcrip-
tional activity. a Cells were exposed or non-exposed to
60.4 GHz for 24 h. As a positive control, cells were treated
with 1 pM thapsigargin (7G) or dimethyl sulfoxide (vehicle).
After exposure, total RNA was extracted, and then RT-PCR
were performed using XBP1 and GAPDH primers. b Cells
were transfected with pBiP_;3;.7-luc reporter gene and
exposed to 60.4 GHz MMW radiations, for 24, 48, or 72 h.
As positive controls, transfected cells were treated with 1 pM
thapsigargin (7G) or dimethyl sulfoxide (vehicle) or were co-
transfected with activating transcription factor 6 (ATF6)
expression vector. The luciferase activity was normalized to
[-galactosidase activity and the values represent the percentage
of relative transcriptional activity measured in exposed or
treated cells, divided by transcriptional activity measured in
control cells. Data are expressed as means (£standard deviation)
of six independent transfections distributed within two sets of
exposure experiments
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histogram). Cells were transfected with this BiP
promoter-reporter plasmid, exposed to MMW for 24,
48, or 72 h, and compared to non-exposed cells
(Fig. 3B, left side of the histogram). Exposition of
these cells to 60.4 GHz did not modify the transcrip-
tional activity ot the human BiP promoter.

Exposure to 60.4 GHz does not modify the expression
of BiP, an ER-stress-specific sensor gene

To further investigate whether MMW could trigger ER
stress, we studied mRNA levels of BiP/GRP78, an ER-
resident chaperone known to be overexpressed by ER
stress (Kozutsumi et al. 1988). In Fig. 4, the relative
amount of BiP transcript was calculated by normaliz-
ing to the quantity of GAPDH. Experiments have been
performed using other housekeeping genes as reference
(HPRT1: hypoxanthine phosphoribosyl-transferase 1,
or TBP: TATA-box binding protein) and the same
results were obtained (data not shown). Despite the
observation of a slight increase, statistical analysis
showed that 60.4 GHz exposure did not significantly
enhance the cellular levels of BiP mRNA (Fig. 4A),
whereas the level of this messenger is dramatically
induced by 65-fold after TG treatment (Fig. 4B).
HSP70 mRNA levels were also evaluated upon
MMW exposure, and we found no difference between
exposed and non-exposed cell. This result confirms
that our exposure conditions did not produce thermal
effects (Fig. 4C).

Discussion and conclusion

Development of new wireless communication systems
will artificially cause exposure to environmental MMW
radiations. The energy of MMW is not strong enough to
break chemical bonds or severely damage macromole-
cules. However, a number of environmental factors (e.g.
heat shock) may interfere with cell functioning via more
subtle mechanisms without induction of any chemical
modifications. Therefore, potential biological effects of
MMW radiations should be carefully considered. In this
paper, using the U-251 MG human astrocytoma cell
line, we proved that the expression of the major
components of the UPR system is not affected by
MMW radiations. As ER stress is a multi-step phenom-
enon, including ER-resident protein misfolding, tran-
scription factors maturation and overexpression of
specific ER chaperons, we applied several assay
systems to measure ER-stress induction. Expression of
the endogenous biomarker BiP/GRP78 is the most
commonly used test for monitoring ER stress (Lee
2005). We completed our analysis using the splicing of
XBP-1 mRNA as biomarker (Hirota et al. 2000). We
also used alternative systems, such as the ER-stress
sensitive enzyme SEAP (Hiramatsu et al. 2006), or the
luciferase reporter enzyme under control of promoter
containing ER-stress response clement (Yoshida et al.
1998). We found that low-power MMW exposure had
no significant effect compared to non-exposed sample,
whatever the assay system used. Similarly, we ana-
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Fig.4 Exposure to 60.4 GHz does not modify the mRNA level
of BiP, an ER-stress-related gene. Cells were exposed or non-
exposed to 60.4 GHz for 24 h, and total RNA was extracted.
Analysis of BiP (a), and HSP70 (¢) mRNA expression was
performed by quantitative reverse transcription—polymerase
chain reaction. As a positive control, mRNA levels of BiP
were measured 1n cells treated with 1 uM thapsigargin (7G) or

&) Springer
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dimethyl sulfoxide (vehicle; b). The values+standard deviation
represents the ratio of transcriptional levels of BiP, or HSP70,
relative to GAPDH used as a reference gene. Data are
expressed as means (+standard deviation) of six to 17
quantitative PCR distributed within three sets of independent
exposure experiments. Student’s test: ns not significant (p>
0.05); ***p<0.001
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lyzed the ER-stress induction after various time of
exposure (24, 48, and 72 h), in order to investigate
possible indirect or cumulative effects. In spite of the
different protocols used, we failed again to demonstrate
any effects of MMW on ER functions. Moreover, using
systematic positive controls, we directly ruled out the
possibility that absence of positive data was due to
technical problems or to a poor responsiveness of U-
251 MG cells to ER stress.

All together, our results suggest that MMW around
60 GHz, with power levels close to those typically
expected from wireless communication systems, do
not have acute effect on ER stress. However, we
cannot rule out the possibility that different exposure
parameters, namely the frequency, radiating power,
polarization, or time regime of exposure (intermittent
or continuous), may have an effect on cells. There-
fore, additional cellular models and stress markers
should be analyzed for an exhaustive investigation of
the potential effects of MMW on cellular stress.
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The main purpose of this article is to study potential biological effects of low-power millimeter waves
(MMWs) on endoplasmic reticulum (ER), an organelle sensitive to a wide variety of environmental
insults and involved in a number of pathologies. We considered exposure frequencies around 60 GHz
in the context of their near-future applications in wireless communication systems. Radiations within
this frequency range are strongly absorbed by oxygen molecules, and biological species have never
been exposed to such radiations in natural environmental conditions. A set of five discrete frequencies
has been selected; three of them coincide with oxygen spectral lines (59.16,60.43, and 61.15 GHz) and
two frequencies correspond to the spectral line overlap regions (59.87 and 60.83 GHz). Morecover, we
used a microwave spectroscopy approach to select eight frequencies corresponding to the spectral
lines of various molecular groups within 59-61 GHz frequency range. The human glial cell line,
U-251 MG, was exposed or sham-ex posed for 24 h with a peak incident power density of 0.14 mW/cm?.
The average specific absorption rate (SAR) within the cell monolayer ranges from 2.64+0.08 to
3.3+0.1 W/kg depending on the location of the exposed well. We analyzed by quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) the level of expression of two endogenous
ER-stress biomarkers, namely, the chaperones BiP/GRP78 and ORP150/GRP170. It was found that
exposure to low-power MMW does not significantly modify the mRNA levels of these stress-sensitive
genes suggesting that ER homeostasis is not altered by low-power MMW at the considered
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INTRODUCTION

In the last decade, wide deployment of wireless
communication systems has increasingly raised ques-
tions regarding electromagnetic (EM) pollution and
environmental safety. Whereas the majority of these
systems (GSM, UMTS, WiMAX, Bluetooth, GPS, etc.)
operate below 5 GHz, their operating frequencies cor-
respond to frequencies already existing in our natural
EM environment. The actual increasing need in wire-
less mobility and higher data transmission rates leads to
a shift of operating frequencies towards the millimeter-
wave (MMW) frequencies (30 GHz < f <300 GHz),
including particular frequency ranges that are originally
absent from the natural EM spectrum [Marcus and
Pattan, 2005]. The broadband wireless communication
systems operating around 60 GHz are currently
under development in order to enable high-definition
multimedia streaming and high-speed multimedia
transmissions (e.g.. WiHD™). Radiations within the
57-64 GHz frequency sub-band are selectively
absorbed by the oxygen molecules in the atmosphere
[Giannetti et al., 1999], and biological species have
never interacted with such EM radiations in natural
conditions. Therefore, determining the potential bio-
logical effects versus the exact frequency of exposure
1s essential to provide an insight into the physical
mechanisms and biological issues of bioelectromag-
netic interactions at MMW frequencies.

It is worthwhile to note that MMWs are used in
some Eastern European countries in the treatment of a
number of diseases [Rojavin and Ziskin, 1998]. How-
ever, the exact mechanisms of their action on biological
systems remain unknown in spite of reported experi-
mental data showing that low-power MMW radiations
may interfere with several cellular processes. For
example, it was found recently that MMW can inhibit
cell proliferation |Beneduci et al., 2007] or reduce
tumor metastasis [Logani et al., 2006]. Taking into
account the non-ionizing nature of MMW, it is logical
to presume that they are not genotoxic [Vijayalaxmi
et al., 2003], but potentially proteotoxic. However,
experimental evidence of proteotoxic effects of MMW
is still controversial, and recent studies showed that
avoiding significant thermal effects, low-power MMW
radiations do not (rigger the heat shock protein
response [Zhadobov et al., 2007]. In the meantime,
recent results indicated that exposure to low-power
MMW can interact with phospholipids and modify the
structural state of biomembranes [Szabo et al.. 2006;
Zhadobov et al., 2006]. These data suggest that cellular
organelles containing membranes as, for example,
endoplasmic reticulum (ER), could be potential targets
for MMW.

Bioelectromagnetics

It is now emerging from the literature that the ER
is highly sensitive to environmental conditions and is
likely involved in many diseases, including cancers,
diabetes, cerebral ischemia, or Alzheimer disease
[Moenner et al., 2007; Yoshida, 2007]. Perturbation of
the ER function activates signaling pathways, which
induce the specific expression of particular proteins,
called ER chaperones, such as the glucose-regulated
proteins (GRPs). The immunoglobulin heavy-chain
binding protein (BiP/GRP78) is the best characterized
GRP. This essential ER-resident chaperone is involved
in protein folding and in the ER-stress response.
BiP/GRP78 is highly overexpressed upon disturbance
of ER homeostasis [Kozutsumi et al., 1988], and it
protects cells against the deleterious effect of ER stress.
Furthermore, a sustained upregulation of BiP/GRP78 is
believed to favor cancer by inhibiting the achievement
of apoptosis. The 150 kDa oxygen-regulated protein
(ORPI50/GRP170) is also a stress-inducible ER chap-
erone with cytoprotective properties [Tamatani et al.,
2001]. This protein is particularly induced by hypoxia
stress [Kuwabara et al., 1996] and has been shown to
play a key role in the defense of neurons against
environmental insults [Kitao et al., 2004].

The main aim of this work is to estimate the
potential impact of low-power MMW upon cellular
processes related to ER stress. Recently, we used
several assay systems to evaluate ER-stress induction
after exposure to low-power 60.4 GHz MMWs. We
found that exposure did not modify ER protein expres-
sion, folding and secretion, nor induce ER-stress spe-
cific transcription factor maturation [Nicolas Nicolaz
et al., in press|. However, we cannot exclude the
possibility that our exposure conditions were not well
adapted toinduce an effect at the cell level. In this study,
we focused on the potential frequency-dependent
biological effect, as response of biological cells could
depend on the exposure parameters. In this perspective,
we have selected two sets of frequencies. First, five
frequencies corresponding to oxygen spectral lines and
spectral line overlap regions were chosen. Second, we
used eight frequencies corresponding to the spectral
lines of some diatomic and triatomic molecular groups
containing carbon and/or oxygen atoms. These frequen-
cies were selected based upon available experimental
microwave spectroscopy data from the National Insti-
tute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg,
MD). For monitoring the ER-stress level after cellular
exposure to these MMW frequencies, we used quanti-
tative real-time polymerase chain reaction (PCR),
which can be considered as the most sensitive of the
currently available methods for gene expression mea-
surement and assessment of expression of endogenous
biomarkers such as BiP/GRP78 and ORP150/GRP170.
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MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

Cell culture of human astrocytoma cell line U-251
MG was performed as previously described [Zhadobov
et al., 2007]. Although they are not subject to direct
MMW exposure in the body, astrocyte cells constitute
an appropriate model to study cellular stresses since
they are considered as particularly sensitive to delete-
rious environmental conditions, allowing them to
protect neurons in the so-called astrocytic reaction
[Takuma et al., 2004]. We used the U-251 MG cell
line, which is particularly sensitive to ER stress and
presents a strong induction of BiP/GRP78 messenger
(4 times higher than the HaCaT keratinocytes—data not
shown). One day before exposure, cells were plated at
1.6 x 107 cells per well into a six-well tissue culture
plate. Since the upcoming wireless communication
system will induce a permanent exposure, we directly
selected a long and continuous time exposure. Previous
time course study showed no difference in unfolded
protein response when cells were exposed for 1, 2, or
3 days to MMW [Nicolas Nicolaz et al., in press].
Accordingly, cells were exposed or sham-exposed for
24 h to frequencies shown in Tables 1 and 2. For each
frequency, three or four 6-well tissue culture plates were
exposed. As positive control for stress induction, cells
cultured under the same conditions were treated for
16 h with 1 uM of thapsigargin (TG, Sigma, Steinheim,
Germany) or 5 UM of proteasome inhibitor MG132
(Z-Leu-Leu-Leu-al, Sigma) or subjected to heat shock
(3 h at 42 °C).

Quantitative Real-Time PCR

Afterexposure, RNAs were prepared using TRIzol
(Gibco/Life Technologies, Paisley. UK), according
to the manufacturer’s recommendations. For each

TABLE 1. Exposure Frequencies Corresponding to the
Spectral Lines of Molecular Oxygen and to the Spectral Lines
Overlap Regions Within the 59-61.2 GHz Frequency Range
[Liebe et al., 1992]

Atmospheric

Frequency (GHz) attenuation (dB/km)

Peaks of absorption

f1=759.164 2.2
f>=060435 3.1
f3=061.151 (therapeutic applications) 24

Frequencies corresponding to the weak atmospheric attenuation
f1=159.870 0.58
f5=060.830 0.57

Data are given for dry air at a temperature of 6 °C and pressure of
7.6 kPa.
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TABLE 2. Exposure Frequencies Corresponding to the
Spectral Lines of Some Diatomic and Triatomic Molecular
Groups Within the 59-61 GHz Frequency Sub-Band.

Frequency (GHz) Molecular groups Name
J6=59.008 CH Methylidyne
f7=759.261 SO, Sulfur dioxide
fe=59411 NO» Nitrogen dioxide
Jo=59.626 SO Sulfur monoxide
flo=759.846 C;H> (HCCCCH) Butadiene
Jf11=060.047 C4Hg (CH;CH,CCH) 1-Butyne
f12=1060.530 OcCs Carbonyl sulfide
J13=60.862 HCN Hydrogen cyanide

Data are obtained from microwave spectroscopy database (NIST).

exposed six-well tissue culture plate, RNAs from three
wells were pooled together, constituting one RNA
sample. A total of two independent reverse transcrip-
tions was carried out for each exposure. Two micro-
grams of total RNA from each sample were reverse
transcribed in the presence of 50 uM of random
hexamer primers and 200 U of reverse transcriptase
(M-MLV; Invitrogen, Paisley, UK). Expression levels of
ER-stress sensors (BiP/GRP78 and ORP150/GRP170),
cytosolic-stress sensor (HSP70), or referent genes
(GAPDH, HPRT1, TBP, UBC) were then measured by
real-time PCR. PCR reactions were performed using
the following primers: glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH, housekeeping gene) forward
primer: 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'; reverse
primer:  5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3;
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRTI,
housekeeping gene) forward primer: 5'-TGACACTGG
CAAAACAATGCA-3'; reverse primer: 5-GGTCCT
TTTCACCAGCAAGCT-3"; TATA-box binding protein
(TBP, housekeeping gene) forward primer: 5'-TGCAC
AGGAGCCAAGAGTGAA-3'; reverse primer: 5-CA
CATCACAGCTCCCCACCA-3'; ubiquitin C (UBC,
housckeeping gene) forward primer: 5-ATTTGGGT
CGCGGTTCTTG-3": reverse primer: 5-TGCCTT
GACATTCTCGATGGT-3"; immunoglobulin heavy
chain-binding protein (BiP/GRP78) forward primer:
5'-CTCGAATTCCAAAGATTCAGCAACT-3'; reverse
primer: 5-CTCCACAGTTTCAATACCAA GTG-3';
oxygen-regulated protein 150 (ORP150/GRP170) for-
ward primer: 5-TGCAGTGATCACCGT GCCAG-3';
reverse primer: 5-TCTTTCCGGCGGAA GACACC-
3"; heat shock protein 70 (HSP70) forward primer:
5'-CTCAGGATTTGCCCTATCCAGATC-3"; reverse
primer: 5'-TCCTGGTCCACTTGCATCTTC-3'. PCR
reaction was performed in a total volume of 12 ul,
containing 133 nM of each sense and antisense primers,
0.5 ul of RT, and 6 pl of iQ SYBR Green supermix (Bio-
Rad, Hercules, CA). The PCR reaction was performed
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as follows: 98 °C 30 s, then 40 cycles 95°C 305, 54 °C
30 s. PCR products were measured continuously with
MiniOpticon Real-Time PCR detection system
(Bio-Rad) and results were analyzed with the dedicated
software Opticon Monitor 3 (Bio-Rad). Relative
changes in gene expression were analyzed using the
delta C; method [Winer et al.. 1999].

Radiation Parameters

Thirteen frequency points between 59.1 and
61.2 GHz were selected in order to evaluate the role
of the exact exposure frequency. First, five frequencies
within the peak of strong oxygen-induced absorption
centered around 60 GHz were chosen (Table 1): (1) three
O, lines of strong absorption resulting from magnetic-
dipole electron transitions ( f;—f3); (i1) two frequencies
(f4.f5) located between the resonances corresponding to
the weak absorption due to the line overlap interference.
Second, eight additional frequencies (Table 2) corre-
sponding to the spectral lines of diatomic, triatomic, and
hydrocarbon molecular groups were chosen according
to the molecular spectral database of the NIST. These
molecular groups being not always directly present in
the living systems, show similar fundamental physico-
chemical properties and are characteristic of atomic
association found in some biomolecules. It is worth-
while to note that molecular complexes involved in
cellular processing and functioning are not always well
investigated from the physico-chemical point of view,
and the spectral data of a majority of biomolecules
are still not available. As a consequence, frequencies
selected in Table 2 can be considered as an appropriate
model supported by the scientifically based data that
can be applied to study potential frequency-dependent
bioelectromagnetic interactions.

Exposure System and Dosimetry

The exposure system developed for in vitro bioe-
lectromagnetic investigations in the 50-75 GHz fre-
quency range is schematically shown in Figure 1. The
experimental set-up is divided into three main subunits:
(1) signal generation devices, (2) spectrum and power
control unit, and (3) far-field exposure chamber. A part
of the system was already described in previous pub-
lications of our research group [Zhadobov et al., 20006,
2007]. We used linearly polarized CW radiation with a
total radiated power P, = 25 mW. The corresponding
maximum incident power density for the exposed six-
well tissue culture plate was calculated analytically and
was equal to 0.14 mW/cm?. The values of electric and
magnetic fields were equal to 22.6 V/m and 0.06 A/m,
respectively. The exposure frequency was measured
using a MMW spectrum analyzer and adjusted
regularly to achieve frequency stability higher than

Bioelectromagnetics

Exposure of the cell
culture

Spectrum and
power control

Signal
generation

Fig. 1. Experimental set-up for the exposure of cell cultures in
50-75 GHz frequency range. Signal generation: (1) high-voltage
generator SIEMENS RWON14, (2) 50-75 GHz backward-wave
oscillator SIEMENS RWO7Y5 with controllable output power
(Pmax =25 mW at 60 GHz). Spectrum and power control: (3)
—20 dB directional coupler HP V752D. (4) Signal isolator HP
V365A (30 dB broadband isolation). (5) Mixer M15HWD. (6)
Spectrum analyzer R3182. Exposure of the cell culture: (7) incu-
bator MEMMERT UE400. (8) 20 dB gain pyramidal standard horn
antenna. (9) Absorbing materials. (10) Six-well tissue culture plate
at 21 cm from the antenna. (11) Thermocouple.

+1.5 MHz. This value compared with the half-power
bandwidth equal to 2.8 MHz guarantees the exposure
frequency to be located within the signal half-power
bandwidth.

The location of the tissue culture plate relative to
the free-space radiation pattern of the pyramidal horn
antenna is schematized in Figure 2. The fields radiated
at 60 GHz were computed with the finite element
method using the High Frequency Structure Simulation
software (HFSS™, Ansoft, Voisins le Bretonneux,
France, http://www.ansoft.com/products/hf/hfss). The
computational results for the pyramidal horn antenna
were in good agreement with measurements performed
in E- and H-planes in an anechoic test chamber. The six-
well tissue culture plate was located in the angular range
181 < 12.5° in E-plane (¢ =0°) and 161 < 8.4° in H-plane
(@ =907). The maximum power density variations were
equal to —2.1 dB in E-plane and —1.2 dB in H-plane
relative to the maximum value in the z direction
(8 =0°). These variations correspond to a decrease of
the power density towards the edges of the six-well
tissue culture plate from 0.14 mW/ecm® down to
0.09 mW/cm® and 0.1 mW/cm? in E- and H-planes,
respectively. The average specific absorption rate
(SAR) within the cell monolayer was computed at
59-61.15 GHz for the middle wells of the six-well
tissue culture plate using FDTD method (XFDTD"
software, Remcom, State College, PA) and it was equal
to 3.34+0.1 W/kg. The average incident power density
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Fig. 2. Discretized 3D polar plot representing the free-space
radiation pattern of the pyramidal horn antenna at 60 GHz. Loca-
tion of the six-well tissue culture plate (120 mm x 80 mm x 20 mm)
in the figure corresponds to its position in the experiments.

for the corner wells is roughly equal to 80% of the
incident power density for the middle wells [Zhadobov
et al., 2007]; therefore, the average SAR for the corner
wellsis equal to 2.64 £ 0.08 W/kg. Dielectric properties
and conductivity data for the cells, culture medium,
and polystyrene were taken from a previous study
[Zhadobov et al., 2008]. Possible thermal effects were
avoided by using relatively low-power densities. The
stability of the temperature inside the incubator close
to the location of the tissue culture plate (37£0.3 °C)
was regularly checked, using a temperature data logger
with two independent temperature sensors (HI141JH.
HANNA Instruments, Lingolsheim, France).

Statistical Analysis

Prior to statistical analysis, we checked for nor-
mality and homocedasticity of the error terms of our
data. Box-Cox transformation was applied to the data
for which observed deviations for group means lacked
normality (frequencies within the 59.0-60.8 GHz
frequency range. Table 2). Because of unbalanced
repartition of data, effects of low-power MMW at
different frequencies on stress sensor gene level were
evaluated by performing general linear model (GLM),
followed by multiple comparison test (Tukey test).
All models were implemented in MINITAB 15.1.1
software.
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RESULTS

We measured the mRNA levels of two ER-
resident chaperones known to be overexpressed by
ER stress. BiP/GRP78 is the most commonly used
biomarker for ER-stress analysis [Lee, 2005], since its
mRNA synthesis is highly induced by the presence of
misfolded proteins in the ER [Kozutsumi et al., 1988].
Cells treated with TG, a drug which triggers ER stress
by selectively inhibiting the ER Ca(2+)-ATPase pump,
showed a 65-fold increase of their cellular BiP/GRP78
mRNA (Fig. 3A). Additionally, cytosolic proteotoxic
stresses induced by heat shock or by MG 132 treatments
increased the BiP/GRP78 level by 7.8- and 5.1-fold,
respectively. We also measured the mRNA level of the
150 kDa oxygen-regulated protein (ORP150/GRP170).
another ER-resident chaperone known to be induced by
numerous cellular insults [Arrington and Schnellmann,
2008]. The corresponding messengers were highly
increased by TG treatment (27-fold increase),
compared to MG 132 or heat shock treatment (1.8- and
2.9-fold increase, respectively, Fig. 3B). Together,
these data validate the utilization of BiP/GRP78 and
ORP150/GRP170 as sensitive biosensors for monitor-
ing the level of ER stress.

Then, we used quantitative RT-PCR to verify
whether or not exposure to MMW induces the mRNA
synthesis of these two ER chaperones. Relative quanti-
ties of the transcripts were calculated by normalizing to
the quantity of GAPDH transcript. Calculations were
also performed with three other housekeeping genes
(HPRT, TBP, and UBC) in order to avoid possible
misinterpretation due to some intrinsic variation of
GAPDH used as a unique reference gene. The mRNA
expressions of these housekeeping genes were assessed
and found similar in all samples (data not shown).
C, values obtained by RT-PCR were alike for all the
messengers, except for ORPIS0. This could reflect
itrinsic variability in the basal expression of this gene,
or subtle change in our culture conditions between
experiments related to oxygen spectral lines frequen-
cies and experiments concerning spectral lines of
molecular groups. However, for each set of exposures,
the values were homogeneous and we can be confident
about the relative comparison with the corresponding
sham control. First, cell cultures were exposed at
frequencies f1—f5 determined by oxygen-induced ab-
sorption (Table 1). A slight increase in the BiP/GRP78
was observed after MMW exposure, especially at
59.87 GHz (f; in Fig. 4A), but this increase is not
statistically significant [GLM, F529,= 1.26. P =0.314].
Similarly, no statistically significant changes were
observed for ORP150/GRP170 (Fig. 4B) between ex-
posed and sham-exposed samples [GLM. Fis 29, = 0.67,
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Fig. 3. Transcriptional induction of stress sensor genes by chemical treatments. U-251 MG cells
were subjected to heat shock (HS) for 3 h, or treated with 1 uM thapsigargin (TG) or 5 uM MG132
(MG) or the vehicle, DMSO as control (C), for 16 h. Messenger levels of BiP/GRP78 (A), ORP150/
GRP170 (B), and HSP70 (C) were then analyzed by quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-gPCR). The values+SD represent the ratio of transcriptional levels of BiP/
GRP78, ORP150/GRP 170, or HSP70 relative to GAPDH, used as a reference gene. Experiments

were performed at least in triplicate.

P =0.651]. Second, cell cultures were exposed to eight
frequencies corresponding to the spectral lines of
molecular groups containing carbon or oxygen atoms
(fo—f13, Table 2). As shown in Figure 5, stress-sensor
genes (BiP/GRP78, ORP150/GRP170) expression was
not changed in exposed cells. Small variations in
chaperone expression observed between exposed or
sham-exposed cells were not statistically significant
[BiP/GRP78: GLM. Fis9,=1.59. P=0.130;
ORPI50/GRP170. GLM. F5 35 =0.28, P=0.972].
These results demonstrate that under considered expo-
sure conditions, none of the 13 frequencies have any
effects on ER-chaperone synthesis.

Moreover, we considered induction of HSP70
(Figs. 4C and 5C), a member of the cytosolic HSP
family, after exposure to low-power MMW. This mes-
senger is synthesized in response (o heat shock or other
proteotoxic stress as shown in Figure 3C. Significant
3.3- or 3.5-fold increases, respectively. were observed
with heat shock treatment or with MG132, a proteasome

Bioelectromagnetics

inhibitor known to induce the heat shock response
[Bush et al., 1997]. The absence of significant changes
in the expression of HSP70 after MMW exposure
[Fig. 4. GLM, Fi520y=1.82, P=0.146: Fig. 5:
GLM, Fgi37y=1.41. P=0.198] confirmed that the
radiating power was low enough to avoid any thermal
effect in cellular sample. Nevertheless, we cannot ex-
clude the possibility of local temperature rise, but in that
case, heating is very slight and has no impact on HSP70
expression. which is considered a major factor involved
in hyperthermia tolerance [Haveman et al., 2005].

DISCUSSION AND CONCLUSION

Currently, a large number of studies focus on the
potential effects of microwaves resulting from cell
phone exposure [Otto and von Muhlendahl, 2007]. but
only few studies were performed at higher frequencies.
MMW around 60 GHz will be soon used for new local
wireless communication applications. According to the
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Fig. 4. MMW radiations do not modify the mRNA level of
ER-stress-related genes. Cells were exposed or sham-exposed
during 24 h to five discrete frequencies located within the region of
strong oxygen-induced absorption near 60 GHz (Table 1). Quan-
titative RT-PCR analysis of BiP/GRP78 (A), ORP150/GRP170
(B), and HSP70 (C) mRNA were performed. The values+SD
represent the ratio of transcriptional levels of tested messengers
relative to GAPDH, used as areference gene. They correspond to
the means of 15-20 quantitative PCR distributed within 3-4 sets of
independent exposure experiments, depending on the frequency
tested.

precautionary principle, the question about potential
health risks should be addressed before the wide
deployment and/or commercialization of wireless
communication systems. MMW are already used as a
therapeutic method suggesting the existence of possible
interactions between MM W and the human body. While
thermal effects are relatively well known at high inten-
sities, possible direct EM effects, unrelated to those
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Fig. 5. Cellular exposure to fs—f;3 frequencies does not modify the
mRNA level of ER-stress-related genes. Cells were exposed or
sham-exposed for 24 h to eight frequencies corresponding to the
spectral lines of various molecular groups (Table 2). Quantitative
RT-PCR analysis of BiP/GRP78 (A), ORP150/GRP170 (B), and
HSP70 (C) mRNA was performed. The values+ SD represent the
ratio of transcriptional levels of tested messengers relative to
GAPDH used as a reference gene. Depending on the considered
frequency, values correspond to the means of 16-18 quantitative
PCR distributed within three sets of independent exposure
experiments.

caused by temperature increase. are more controversial.
In spite of the existence of a few theories regarding
non-thermal bioelectromagnetic interactions at MMW,
their exact mechanisms and cellular targets remain
unknown. Recently, some observations suggested that
membrane-rich organelles, such as ER, might be po-
tential targets of MMW [Szabo et al., 2006; Zhadobov
et al., 2006]. In the meantime, we found that exposure
to low-power MMW at the unique 60.4 GHz frequency
does not modify ER homeostasis [Nicolas Nicolaz
et al., in press]. To determine whether or not variation
of frequency may trigger ER stress, we assessed the

Bioelectromagnetics
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levels of two specific ER-resident chaperones after
narrow-band MMW exposure.

Perturbation of ER function leads to ER stress that
can trigger apoptosis if it is not relieved. Upon ER
stress, various signaling pathways are activated, which
upregulate the synthesis of ER chaperones such as
BiP/GRP78, GRP94, ORP150/GRP170, calnexin, cal-
reticulin, or EDEM [Ni and Lee, 2007]. These proteins
facilitate the correct folding and prevent the aggrega-
tion of malfolded ER proteins. Furthermore, some
specific chaperones, like BiP/GRP78 and ORPI150/
GRP170, are also involved in cell survival because of
active anti-apoptotic properties [Ozawa et al., 1999;
Rao et al., 2002]. Transcriptional activation of these
GRP genes after ER stress is extremely high and rapid.
Their transcript levels reach a plateau that is sustained
up to 1 day [Lietal., 1993]. This induction makes these
genes ideal ER-stress sensors.

In this study, we measured the expression of
BiP/GRP78 and ORP150/GRP170 in order to deter-
mine if MMW could trigger ER stress. Great care was
taken to avoid possible artifactual thermal effects, and
expression of the heat-inducible HSP70 was monitored
as control. We used a quantitative RT-PCR approach,
which nowadays is one of the most sensitive and
accurate methods for gene expression measurement.
Using this technique, we have shown that the expression
of BiP/GRP78 and ORP150/GRP170 in the U-251 MG
human astrocytoma cell line is unchanged after expo-
sure to MMW at frequencies around 60 GHz. We used
a set of frequencies corresponding to the peak of
absorption of molecular oxygen as it is one of the key
molecules playing a great role in all living systems. It is
interesting to note that frequency f; coincides with a
frequency used for therapeutic purposes [Pakhomov
and Murphy, 2000] that was selected based on the
empirical clinical data. Moreover, as the molecular
targets of EM waves are still poorly known, we used
a microwave spectroscopy approach to select another
group of eight frequencies, corresponding to the spec-
tral lines of carbon- and oxygen-rich molecules. Where-
as these resonant peaks of absorption are well appearing
in the gases (NIST, 2009), they are much less pro-
nounced in liquids and biological mediums and might
be shifted in frequency depending on the surrounding
environment. However, potential resonant interactions
cannot be excluded from consideration before appro-
priate experimental validation. After 24 h of cell culture
exposure to MMW, no frequency-selective effect on
ER-chaperones synthesis was evidenced. Our results
showed that low-power MMW within 59-61.2 GHz
frequency range does not affect the ER homeostasis of
U-251 MG cells. Additional studies using primary cell
culture will be required to determine if this observation

Bioelectromagnetics

can be expanded to normal human astrocyte cells.
However, we cannot exclude that other cell types
might be affected, or that other exposure parameters,
such as intensity, polarization, modulation, or exposure
duration may have an impact on cells. Additional
investigations should be conducted to acquire deeper
knowledge on interactions between MMW and biolog-
ical systems.
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1.2 Etude du stress réticulaire dans des cellulege la peau

A. Introduction

Dans cette partie sont présentés les dernierstatswbtenus. A I'heure actuelle,
certaines expériences sont encore en cours etreignslintégrer a celles présentées ici, afin
de constituer prochainement une publication portsunt I'exploration des effets de la
puissance, ainsi que sur l'association entre up@stion aux ondes et le stress réticulaire.
Cette publication, qui proposera un travail compmataire aux deux articles précédents, a été
rendue possible grace a 'acquisition d’'un nouvgénérateur, fonctionnant a une fréquence
fixe (60,4 GHz) mais dont la puissance est réglabée démarche expérimentale que nous
suivons est illustrée dansfigure 37.

Etude de l'effet de la
puissance sur Pinduction du
stress réticulaire
1 i 1
Estimationdela ! DSP incidente Mesure de la
DSPregueparles | 2univeaude | o cance  laplace
recue pa 1 la boite de 1 p » P
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Figure 37 : Démarche expérimentale suivie

Des expositions sont réalisées en champ lointaine® DSP peuvent étre calculées. Dans ce casSkarBgue
par les cellules est sensiblement proche de la@afexposition grand public. Les expositions ennghgroche
offrent la possibilité de dépasser ces normes.d@®ées en champ proche sont obtenues pour unenante
placée a 2,5 cm de la boite de culture.

Dans les articles précédemment publiés, la DSPerpan les cellules était estimée a
0,14 mW/cm?2. Celle-ci correspondait a la limite n@le de puissance que pouvait fournir
'ancien générateur en champ lointain. Avec le r@uwsysteme, il est possible de travailler a
des puissances nettement plus élevées. Ainsi, amlointain, des expositions ont pu étre
réalisées a deux puissances différentes, 275 m\W26unW, avec des DSP recues par les
cellules estimées a 0,75 mW/cmz et 1,15 mW/cmérespectivement environ 5 et 8 fois plus
gue ce qui était obtenu avec I'ancien générateaur RPappel, ces deux DSP correspondent a

une estimation de ce que peuvent recevoir leslesllocalisées de I'autre c6té du plexiglas
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de la boite de culture par rapport a I'antenne (gous de détails, revoir l@bleau 5 du
chapitre | : Matériels et méthodes). Ces DSP rahar ailleurs dans la gamme de la norme
d’exposition grand public, qui est de 1 mW/cm2. Bam futur proche, nous souhaitons
toutefois dépasser les normes d’exposition et ngaser a la norme d’exposition des
travailleurs (5 mW/cm2), voire atteindre les DSHisgtes en thérapie (jusqu’a 10 mW/cm?).
Pour cela, nous nous placerons en champ proch&in@pal probléme rencontré repose dans
le risque d’avoir un effet biologique lié a l'augntation de la température mais ce parametre

sera contrélé en parallele grace a une caméra IR.

Enfin, nous nous sommes penchés sur I'étude dets efynergiques potentiels entre les
ondes MM et le stress réticulaire. Si les ondes MMsont pas capables de casser des liaisons
chimiques, il est davantage possible d’envisagéellgs puissent interagir avec une autre
source de stress et accélérer les dommages inghritdes agents chimiques ou physiques.
Quelgues travaux ont été menés la-dessus, contdlassociation entre la téléphonie mobile
et les systémes de réparation de ’ADN. Nous awome voulu déterminer si les ondes MM
pouvaient potentialiser le stress réticulaire, rposant deux lignées cellulaires a des DSP

différentes.

B. Résultats

" Exposition des cellules HaCaT a deux densités deipsances

Dans un premier temps, nous avons travaillé avecddules de la lignée épithéliale
humaine HaCaT qui ont été exposées pendant 24F%nm0)/cm2 et 1,15 mW/cm2. Les

résultats présentés dangitpure 38 représentent le bilan de trois expériences indigaes.

Au préalable, nous avons voulu caractériser lesaux de réponse de ces cellules a un
stress réticulaire aigu. Les cellules ont ainsitéaéées pendant 16h a la TG. Les niveaux
d’expression des ARNm des chaperons BIP et ORPhb@té mesurés par la technique de
PCR en temps réel et les résultats présentés ri@spmndent a la moyenne + écart-type de

trois expériences indépendantes.

L’exposition des cellules HaCaT a deux DSP diffeeem’induit pas le stress réticulaire
(figure 38A), contrairement a ce qui est observé lorsque casédes sont traitées a la TG
(figure 38B).
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A
Etude par RT-PCR en temps réel des niveaux d'expression de deux
génes sensibles au stress réticulaire aprés exposition de cellules
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Figure 38 : Etude par RT-PCR en temps réel des niaix d’expression de deux génes sensibles au stress
du RE, aprés 24 heures d’exposition de cellules HaT a 0,75 ou 1,15 mW/cm? (A) ou apres 16 heures de
traitement a la thapsigargine (B)

Ces résultats représentent la moyenne +/- écagt-tlgp3 expositions indépendantes. Apres vérifinatie la
normalité et de I'homoscédasticité des variancestelst t de Student a été effectué pour chaque type
d’expérience.

A) L’exposition des cellules HaCaT pendant 24 heurestraine pas de variation significative du niveau
d’expression de BiP et ORP150.

B) Le traitement a la TG 1 uM pendant 16 heures mogoun stress réticulaire, lequel se traduit pa un
induction significative (*=0,01 et *=0,07) des naugx d’expression des ARNm des chaperons BiP et GRP1

Nos premiéres observations ont été réalisées d@thsd’exposition mais nous ne
pouvons pas exclure que les ondes MM puissent régaleinduire précocément un stress
réticulaire dans notre modele. Il est en effet tdutit concevable que des mécanismes de
régulation aient pu se mettre en place, expliguaiisence d'effet visible aprés 24h
d’exposition. Aussi, pour vérifier si un phénoméransitoire s’est produit, nous avons donc

réalisé des expositions a des durées intermédidinest 6h.

" Exposition de cellules HaCaT a différents temps 4,15 mW/cm?

Les cellules ont été exposées a une DSP de 1,1smAAdendant 1h et 6h. Pour
compléter cette figure, nous avons ajouté les tatsulobtenus aprés 24h d’exposition
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(figure 39). Nous avons étudié les niveaux d’expression demARle deux chaperons du RE
(BiP et ORP150) par la technique de PCR en tengdsltés résultats présentés correspondent
a la moyenne = écart-type de trois expériencepigmgantes.

Etude par RT-PCR en temps réel des niveaux d'expres  sion de deux
geénes sensibles au stress réticulaire aprés exposit  ion de cellules
HaCaT a 1,15 mW/cm?

1,8

1,6

14
3 [ ooh
8 1,21 ]’
3 11 T [ o1h
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g 061 B 24h
2 041

0.2 -

0 :
BiP ORP150

Genes étudiés

Figure 39 : Etude par RT-PCR en temps réel des niaix d’expression de deux chaperons du RE, BiP et
ORP150, sensibles au stress réticulaire, dans dedlales HaCaT, aprés exposition a 60,4 GHz a une BS
de 1,15 mW/cm? pendant des durées différentes

Ces résultats correspondent a la moyenne + éqaatdg 3 expériences indépendantes. Les ondes MM n'o
aucun effet sur les niveaux d’expression de ceeggén

L’exposition a des temps plus courts ne provoquseedeaperturbation de I’homéostasie
du RE. L'absence d’induction des niveaux d’exp@ssies ARNm des chaperons, quel que
soit le temps d’exposition, souligne que les ondés ne sont pas capables de provoquer de
perturbations massives du RE. Notre lignée cehiellaén raison de son origine (peau)
constitue un bon modéle d'étude qui peut toutedmisir un gros défaut. En raison de leur
interaction permanente avec l'environnement, cdkiles peuvent présenter une certaine
résistance aux stress, laquelle se traduit par sewsibilité moindre dans le cadre
d’expérimentations. A ce titre, lorsque I'on comgées niveaux de réponse des marqueurs de
stress du RE au sein des cellules HaCaT par ragpodux de la lignée U-251 MG, on
constate que les cellules HaCaT répondent 4 foissrimen que les cellules U-251 MG. De
méme, une étude générale de la bibliographie coanerles effets des RF démontre
I'existence de variabilité entre les lignées celitds. Pour exclure toute possibilité, nous
avons décidé de confirmer nos résultats avec |dslee de la lignée humaine A375,

également issues de la peau mais dérivées d’ua typee cellulaire, les mélanocytes.

" Exposition de cellules A375 a différents temps a1l mwW/cm?

Afin de cibler au mieux I'existence d'un effet potiel sur la réponse UPR, les cellules
A375 ont été exposées a trois temps différentsedD 8P forte de 1,15 mW/cm2. Les niveaux

115



Chapitre Il : Ondes millimétriques et stress réticdaire

d’expression des ARNm de deux chaperons du RE téninésurés par PCR en temps réel.
Les résultats présentés dandidmre 40A correspondent a la moyenne + écart-type de trois
expeériences indépendantes. Une caractérisationadeédonse de ces cellules au stress
réticulaire a aussi été réalisée en paralleleyatant les cellules durant 16h a la TG 1 uM

(figure 40B).

A
Etude par RTPCR en temps réel des niveaux d'expression de deux
génes sensibles au stress réticulaire aprés exposition de cellules
A375 a 1,15 mWicm?
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Figure 40 : Etude par RT-PCR en temps réel des niaeix d'expression de BiP et ORP150, genes sensibles
au stress du RE, apres exposition de cellules A3a5différents temps, a 1aDSP de 1,15 mW/cm2 (A) ou
apres 16 heures de traitement a la thapsigargine B

Ces résultats représentent la moyenne +/- écagt-tlgp3 expositions indépendantes. Aprées vérifinatie la
normalité et de I'homoscédasticité des variancestelst t de Student a été effectué pour chaque type
d’expérience.

A) L'exposition des cellules A375 n’entraine pas deaten significative du niveau d’expression de BRiP
ORP150, quels que soient les temps d’exposition.

B) Le traitement a la TG 1 uM pendant 16 heures mogoun stress réticulaire, lequel se traduit pa un
induction significative (*=0,01 et *=0,01) des naugx d’expression des ARNm des chaperons BiP et GRP1

Encore une fois, nous observons que les ondes MM&mW/cmz n’induisent pas les
niveaux d’expression des deux chaperons étudiéslleqque soit la durée d’exposition.

L’étude préliminaire démontre que les cellules A%3#tées pendant 16h a la TG présentent
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une tres forte induction de deux chaperons duuiéme. Cette induction est par ailleurs
beaucoup plus marguée que celle observée danslleles HaCaT{figure 40B), ce qui fait
gue ces cellules constituent, tout comme les edlul-251 MG, un modéle d'étude

intéressant du stress RE.

Les travaux menés dans deux lignées différentela geeau montrent que, pour nos
conditions expérimentales, les ondes MM a diffeeer@SP ne provoquent pas, quelle que
soit la durée, de perturbation de I'homéostasidRBupouvant mener a un stress réticulaire.
Toutefois, si ces ondes ne sont pas capables dendBer directement des phénomeénes
biologiques, elles pourraient cependant possédebdlenpotentialisateur. Au quotidien et en
conjugaison avec d'autres sources potentielledrdsss elles pourraient accélérer ou ralentir
les phénoménes de stress. Nous avons décidé d@étoeliphénomeéne. Il s’agit, a notre
connaissance, du premier travail portant sur letse€ombinatoires entre les ondes MM et le

stress réticulaire.

C. Effets combinatoires entre les ondes millimétriges et le stress

réticulaire

Initialement, nos premieres expériences furentigéas sur les cellules de la lignée
gliale humaine U-251 MG. Les expositions ont étalisées a 60,4 GHz, a une DSP de
0,14 mW/cm? (ancien systeme d’exposition). Ces egpées ont ensuite été reprises, apres
'acquisition du nouveau générateur, mais le moaekulaire a été changé, puisque nous
avons utilisé les cellules de la lignée épithéllalenaine HaCaT. Dans un futur proche, nous
envisageons de réaliser des expositions de celhB8&% mais aussi de recommencer, a une

DSP plus importante, les travaux intialement mesugdes cellules U-251 MG.

Le but de ce travail consiste a déterminer, a tmvEétude de [activité
transcriptionnelle du promoteur de BiP, si les endéM peuvent, en interaction avec un
traitement a la TG, molécule inductrice du stregdficulaire, accélérer et/ou ralentir

I'apparition du stress réticulaire.

= Effets combinatoires dans les cellules U-251 MG

Les cellules U-251 MG ont été transfectées avepréenoteur du plasmide BiP. Ce
promoteur est extrémement sensible a un stressilgéte puisque nous avons déja caractérise

son niveau de réponse, en traitant les cellulaf&ehtes doses de TG (voir Chapitre 1). Les
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cellules ont été traitées a différentes doses d€0r®,5; 1; 2,5; 5; 20 nM) et exposées ou
non a 60,4 GHz a une DSP de 0,14 mW/cm? pendant LEhrésultats correspondent a la
moyenne * erreur standarde quatre ou de six expériences indépendantes¢ciamm et six

expositions) et sont présentés darfiglare 41.

Effets synergiques ondes MM/Stress réticulaire dans les cellules U-
251 MG exposées 16 heures a 0,14 mW/cm?
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Figure 41 : Effets synergiques ondes MM/Stress rétilaire dans les cellules U-251 MG

Les cellules ont été exposées 16 heures aux onbiesldv60,4 GHz, & une DSP de 0,14 mW/cm2. Les rtsult
correspondent a la moyenne + erreur standard de @lexpériences indépendantes (4 sham et 6 expusiti
Aprés avoir vérifié que les données suivaient umendbrmale, ainsi que 'homoscedasticité de lewsances,
nous avons réalisé un modéle linéaire généraldeom d’'un déséquilibre des effectifs), afin de parer les
niveaux d’activité transcriptionnelle des cellukgosées par rapport a celles qui ne I'étaient [pasiécalage
observé au niveau de l'induction de I'activité sarptionnelle est significatif uniguement a la eate 5 nM
(p=0,006).

Il existe une légere différence d’activité trangtidnnelle entre les cellules traitées
exposees et les cellules traitées non exposéee. @Hérence est par ailleurs statistiquement
significative pour la dose de 5 nM (p=0,006) etnpaiti s’expliquer par la forte variabilité de
réponse que le promoteur de BiP peut présentedlorstraitement a la TG, tout comme par
le déséquilibre de notre taille d’effectif ; cetterniere étant plus importante pour les cellules

traitées exposeées par rapport aux cellules trasiéams.

= Effets combinatoires dans les cellules HaCaT

Pour en savoir plus sur cet effet potentiel, notma reproduit ces expériences sur les
cellules de la peau (pour le moment, principalenaset les cellules HaCaT) mais a une DSP
de 1,15 mW/cmz. Ces cellules different de celletadgnée U-251 MG aussi, les traitements

a la TG ont été adaptés. Le méme protocole expataha été suivi pour ces cellules, a savoir

! L’erreur standard est directement proportionnéliécart-type de la population et inversement prapnnelle
a la racine carrée de I'effectif.
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transfection avec le promoteur du chaperon BiP ttatements ont été effectués a différentes
doses, 0; 2 ;4 ;6 ;8 nM. Les résultats présesiié lafigure 42 correspondent a la moyenne

+ erreur standard de 5 expériences indépendantes.

Effets synergiques ondes MM/stress réticulaire dans les cellules HaCaT
exposees 16 heures a 1,15 mW/cn?

< 35
3
®© E 3,0 1
o INTHIS
Q55 |
o s2 25
252
S 25 20 —e— Sham
O o ©
582 95 —=— EXposées
353" P
o
‘nglrof
£33 °
'55-005’
gz
3 00

0,0 2 4 6 8
Thapisgargine (nM)

Figure 42 : Effets synergiques ondes MM/stress rétillaire dans les cellules HaCaT

Les cellules ont été exposées 16 heures aux onbiesldv60,4 GHz, & une DSP de 1,15 mW/cm2. Les rtsult
sont la moyenne + erreur standard de 5 expériandépendantes. Nos données ne suivant pas unerltoate,
nous avons réalisé un test non paramétrique dekBrust Wallis. Le décalage observé des activités
transcriptionnelles est significatif aux doses d& 8 nM (respectivement p=0,007 et p=0,02).

Dans les cellules HaCaT, nous observons une différe’activité transcriptionnelle au
sein des cellules traitées exposées par rapportelutes traitées non exposées, qui se traduit
cette fois-ci par une diminution de lactivité temmiptionnelle dans les cellules traitées
exposees, contrairement a ce qui est observé agewellules U-251 MG. Ces résultats sont
cependant a nuancer. Au cours de ces expérienmes . avons constaté que le traitement a la
TG n’induisait pas aussi fortement les cellules BlaQue ce que nous avions pu observer
précédemment au laboratoire lors des expériencesiske au point expérimentale. Ce type
cellulaire répond moins bien a un stress réticelajue les cellules U-251 MG. Cette
différence dans la réponse est-elle le reflet d’'sipécificité propre a chaque lignée, a savoir
au niveau de leur sensibilité au stress ? Des ixp@&s complémentaires vont donc étre
réalisées prochainement au laboratoire afin d’étuen détail les effets combinés des ondes
MM et du stress RE sur les cellules. Ces derniemsbient constituer une piste trés
prometteuse. Pour tenter de comprendre plus eilsdésmmécanismes impliqués, nous allons
mener en parallele une étude sur trois modeleérdiifs, avec les cellules U-251 MG et les
cellules A375 qui répondent bien au stress rétimilet les cellules HaCaT qui sont moins
sensibles. Ces deux dernieres sont issues de Ua preanieére cible des ondes MM. Au cours
de ces futures expérimentations nous envisageaisrggnt de déterminer le rble précis que
la puissance peut jouer dans l'effet combiné, peéstges études préliminaires suggeéerent
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'existence d’'une induction du stress RE (a unéléaDSP) dans les cellules U-251 MG,
tandis que les travaux menés dans les cellules Ha@aune DSP plus importante)
démontrent I'existence d’'une répression. Ces fgtaspérimentations permettront en outre de

démontrer ou non I'existence d’une variabilité endtion des modéles cellulaires employés.
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Dans la continuité de I'étude du stress réticulaireus nous sommes par la suite
intéressés a la modification de I'expression dessagers de protéines sécrétées, des études
démontrant I'influence des ondes MM, plus partiexdment chez les cellules spécifiquement

impliquées dans les réponses immunitaires et imfatoires.

l1l.1 Etude des genes de l'inflammation

L’ensemble des protéines sécrétées au sein d’Uhaeceansitera obligatoirement par
le RE, ou elles acquerront leur conformation findteur ce faire, les cellules sécrétrices
professionnelles s’adapteront a cette charge taresien protéines, en « déclenchant » alors
une réponse UPR adaptée. Lors de nos précedentésiemces, nous avons montré que
'exposition aux ondes MM, n’induisait pas la mese place d’une réponse UPR globale au
sein des cellules et que les ondes n’étaient gaabtes de perturber par exemple en bloquant
la maturation ou la sécrétion, des protéines wglie la SEAP (voir chapitre I). Ce résultat
reste cependant tres difficile a généraliser pammnskemble des protéines du RE et de la voie
sécrétoire. En se basant sur les données biblioignags existantes, il semblerait que les
ondes MM puissent moduler la synthese et/ou laétiéar de certaines catégories de
protéines, notamment celles impliquées dans lansgdmmunitaire ou inflammatoire. Ces
effets, observés sur différents types de modélggrenentaux (homme ou animal entier)
pourraient ainsi offrir une explication scientifgjé@ ceux constatés chez des patients exposés
(en guise de thérapie) a des ondes MM, en compléawenon d’un traitement « classique ».
Parmi les effets souvent recensés au niveau dél@adraphie, on retrouve fréquemment
'action anti-inflammatoire, l'aide a la cicatriga, ainsi qu’une modulation du systeme
immunitaire [47, 63, 64, 65]. Un point commun a edets réside dans l'intervention de
molécules directement impliquées dans la régulationsysteme immunitaire. L'une des
hypothéses actuellement formulées repose sur uranmséee, appelé réponse systémique,
organisée en plusieurs phases. L'exposition d’'waréigodu corps du patient aux ondes MM
provoquerait la stimulation des extrémités nervslibees présentes au niveau de la peau, qui
induirait la synthése des opioides endogenes aeamivdu cerveau. En réponse a cette
synthése, il y aurait une sécrétion de moléculgdigmées dans la réponse immunitaire ou
inflammatoire. Cette hypothése n’a pas été confrraéce jour [59]. Une autre hypothése
évoque la possibilité selon laquelle les cellulearpaient modifier directement leurs propres

caractéristiques fonctionnelles en réponse auxohtid [61]. Il a ainsi été démontré que des
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cellules de la lignée épithéliale HaCaT étaientabdgs de synthétiser de I'lLg1 médiatrice

importante de la réponse inflammatoire, aprés atipnsx des ondes MM [62].

Parmi les molécules sécrétées pouvant induire ke ren place de mécanismes de
réponse, on retrouve notamment les cytokines. ellpeuvent en effet moduler la réponse
immunitaire en cas de probleme (infection viralactBrienne) et la production de ces
molécules n’'est pas I'apanage de cellules spééeadisiu systéme immunitaire (tels que les
macrophages, les granulocytes par exemple), pudgsieellules épithéliales, dont celles de

la peau, peuvent aussi les sécréter.

Dans l'organisme, une réponse inflammatoire se ptaeh réaction a une agression
(infection ou une blessure) et a pour but de pertégrganisme contre celle-ci. Pour ce faire,
il y a, via des signaux spécifiques, une inductiame catégorie de molécules (appartenant a
la famille des cytokines), appelées chimiokineg, jquent un rdéle extrémement important
dans la réponse inflammatoire. Elles régulent éet & trafic de cellules inflammatoires et
immunitaires vers les organes cibles, par un phénende migration des cellules spécialisées
vers le lieu de linfection par exemple. Les chikines exercent ainsi des fonctions de
communication inter-cellulaire et possedent deppétes chimio-attractantes. Elles peuvent
cependant aussi réguler la proliféeration cellulaitapoptose et I'angiogénese. Un
déréglement de celles-ci (lors d’'une réponse infl@toire inappropriée ou excessive ou
chronique) peut étre la cause, a long terme, @@didation de tumeurs [150, 151].

La littérature évoque de nombreux effets de cege®MM sur la réponse inflammatoire
[62, 63, 64], obtenus sur différents modeles (ankmau culture de cellules), apres exposition
a des fréquences et des puissances dites thém=ufvoir introduction). Au cours de nos
travaux, nous avons voulu déterminer si les onddsées dans les futurs systemes de
télécommunications, a une fréquence proche de gtlilsee en thérapie mais a une puissance
plus faible, pouvaient ou non avoir un impact sxpression des messagers de ces molécules

impliquées dans la réponse inflammatoire.

Nous avons donc étudié, par la technique de PCRtemmps réel, les niveaux
d’expression de différentes chimiokines, CXCL1, QCICXCLS8, des travaux précéedents
ayant montré que les deux premieres étaient idlaipees une exposition a 35 GHz [152].
CCL2 (chemokine (c-c motif) ligand 2), aussi appelRICP-1 (Monocyte Chemotactic
Protein 1), joue un rble chimioattractif avec leaanophages et les basophiles mais pas avec
les neutrophiles et les éosinophiles. Cette mobé@sdt par ailleurs impliquée dans de

nombreuses pathologies, telles que I'athérosclét@senrite rhumatoide, le psoriasis [153].
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CXCL1 (chemokine (c-x-c motif) ligand 1), aussi af#e : Growth-related oncogene-
(GROw), est sécrétée entre autre par les cellules dpit® Elle posséde un pouvoir
chimioattractant pour les neutrophiles et les mgtexc et joue aussi un réle majeur dans
'angiogéneése, la tumorigénése et la réparatiorbtessures [154]. CXCL8 (chemokine (c-x-
¢ motif) ligand 8), est synthétisée par un nombagiable de cellules, dont les cellules
épithéliales, les macrophages, les neutrophilelmude stimulations avec différents agents.
Cette molécule est un chimioattractant potentislrutrophiles [155].

Le messager d'une autre protéine sécrétée n'appatt@as a la famille des cytokines a
aussi été étudié. Il s’agit de TIMP-1 (Tissue litioibof Matrix Metalloproteinase 1), protéine
inhibitrice naturelle des protéases de la matrideaeellulaire, qui peut étre libérée en cas de
modification des conditions environnementales. L&ssager d’'un autre géne, c-Jun, un des
constituants du facteur de transcription AP-1, dlactivité peut-étre induite par les cytokines a
aussi été étudié. Ce facteur de transcriptiomasliqué dans la destinée de la cellule mais peut
aussi étre impligué dans la tumorigénése [156,.16&8F deux messagers nous serviront de
contréle, puisque par le passé, des travaux pastaritexposition d’animaux a des ondes MM
de trés fortes puissances (produisant des effetsmitijues) ont permis de mettre en évidence
l'induction des niveaux d’expression de ces dewnegdg152]. Enfin, afin de contrdler 'absence
d’effet thermique, les niveaux d'expression des ARNe HSP27 et HSP70, protéines
chaperons du cytoplasme, inductibles (entre ap@e)choc thermique, ont aussi été étudiés.
Ces deux chaperons sont les archétypes de la eponshoc thermique dans les cellules, qui
sont capables de supporter des variations de tetopgr Ces protéines servent a protéger la
cellule en cas de variation brutale des conditi@myironnementales. L'emploi de ces
marqueurs lors des expériences décrites dans ¢hgne partie a pour but d’écarter un effet
aigu (choc thermique important), directement lido& conditions d’exposition. Un effet aigu
nécessite en effet la mise en place d'une répoiogeglmue. Il est cependant indispensable de
garder a 'esprit que ces marqueurs ne possedsrtgpaensibilité suffisante pour permettre de
détecter de faibles variations de température' ¢ddré de quelques dixiemes de degré).

A. Résultats

" Exposition de cellules HaCaT a deux densités de gsance

Les cellules de la lignée épithéliale HaCaT onteXposées pendant 24h a deux DSP,

respectivement 0,75 et 1,15 mW/cmz2. Nous avonsétpdr la technique de RT-PCR en temps
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réel, les niveaux d’expression de CCL2, CXCL1 etQLX (figure 43A). En paralléle, nous
avons étudié les niveaux de réponse de ces germagsance d’'un signal pro-inflammatoire, a
la suite du traitement des cellules HaCaT a I'iL(R&Dsystems)(figure 43B). Enfin, comme

contréle, nous avons étudié les niveaux de répdes&IMP-1 et c-Jun et de HSP70 (afin

d’exclure tout effet thermiquelfigure 43C). Les résultats représentés dans chacune de ces

figures correspondent a la moyenne + écart-tygeoiteexpériences indépendantes.

A

Etude par RT-PCR en temps réel des niveaux d'expression de génes pro-
inflanmnatoire s aprés exposition de cellules HaCaT pendant 24 heures a
deux DSP
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Figure 43 : Etude par RT-PCR en temps réel des niveaux d’expre®n de trois génes pro-inflammatoires
(A) ou de génes de contrble (B), aprés expositiore aellules HaCaT pendant 24 heures a deux DSP. En
paralléle, les niveaux d’expression des trois gengso-inflammatoires ont été étudiés apres traitemendes
cellules a I'lL-14 (C)

Pour chaque exposition, les résultats corresponéldatmoyenne + écart-type de 3 expériences indigmes. Les
résultats sont exprimés par rapport au niveaudie genes de référence, GAPDH, TBP, HPRTL. lls sprésentés en
niveau d'induction par rapport au sham, dont lzwakst fixée arbitrairement a 1. Aprés vérificatite la normalité des
données et de I'homoscédasticité des variancésstie¢ de Student a été effectué pour chaque teppdtience.

A) L’exposition pendant 24 heures des cellules Ha@&nhtraine pas de variation significative du nivea
d’expression de CCL2, CXCL1, CXCLS8.

B) L'expression des genes de contr6le C-jun, TIM&-HSP70 ne varie pas aprés 24 heures d'exposifi@ile
gue soit la DSP employée.

C) Le traitement des cellules a I'lLAlinduit significativement CCL2, CXCL1, CXCL8 (*=013 ; 0,017
et 0,005 respectivement).
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Le contrdle positif démontre qu’en présence d’'ugnai pro-inflammatoire (traitement
des cellules a I'lL-g), une induction importante des niveaux d’expressies genes CCL2,
CXCL1 et CXCL8 se produiftfigure 43C), ce qui laisse penser que les cellules HaCaT
répondent bien a ce type de signal. L'exposition calules HaCaT a deux DSP différentes
pendant 24h n’induit pas de modification de l'exgsien des genes CCL2, CXCL1 et
CXCLS8. Il n'y a pas non plus de variation des nived'expression des genes c-Jun et TIMP-
1, pourtant connus pour étre sensibles aux ondes[Mid]. Enfin, HSP70 ne varie pas non
plus (figure 43B). L'exposition des cellules HaCaT pendant 24h autda la norme
d’exposition grand public n’entraine donc pas dedatation de I'expression de facteurs de

sécrétion impliqués dans la réponse inflammatoire.

Les cytokines sont toutefois sécrétées trés ramdénau cours de la réponse
inflammatoire, puisqu’elles possédent des propsiéthimiotactiques pour attirer le plus
rapidement possible les cellules concernées. Aessigtudiant les niveaux des messagers
apres 24h d’exposition nous risquons éventuellemdertépasser le moment de cette réponse.
L'étude de l'effet potentiel de ces ondes a desptepius courts pourrait offrir la possibilité
de mettre en évidence une éventuelle modulatiota deanscription des messagers de ces
protéines. Toujours dans cette lignée cellulaies, Hiveaux d’ARNm de CCL2, CXCL1 et
CXCL8 ont de nouveaux été quantifiés (par la tegpimide RT-PCR en temps réel) apres
exposition des cellules a une DSP de 1,15 mW/ceddant 1h, et 6h. Ces résultats sont
compares a ceux obtenus précédemment qui sont)’pocasion ajoutés sur fegure 44. En
parallele les niveaux d’expression de c-Jun, TIMPHEP27 et HSP70 ont aussi été
guantifiés. Les résultats présentés darfgylae 44 correspondent a la moyenne + écart type

de trois expériences indépendantes.
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Etude par RTPCR en temps réel des niveaux d’expression de génes
pre-inflammatoires dans les cellules HaCaT exposées a différents temps
a 1,15 mW/cm?
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Figure 44 : Etude par RT-PCR en temps réel des niaeix d’expression de génes pro-inflammatoires (A) et
de contrble (B) aprés exposition de cellules HaCad 60,4 GHz a une DSP de 1,15 mW/cm?2 pendant des
durées différentes

Pour chaque exposition, les résultats correspor@démtmoyenne + écart-type de 3 expériences indigntes.
Aprés vérification de la normalité des donnéeseetltbmoscédasticité des variances, le test t ddedit a été
effectué pour chaque type d’expérience.

A) La répression de CXCL1 est statistiquement sigatifve (*=0,05) aprés 6 heures d’exposition.

B) HSP27 présente une induction significative (*=@)0dpres 6 heures d’exposition.

L’exposition des cellules HaCaT a différents tenppsmet de mettre en évidence un
léger phénomene de répression du niveau d'expresd® 'ARNm d'un gene pro-
inflammatoire, CXCL1, aprés 6h d’exposition. CXC&8mble aussi étre réprimé, mais cette
diminution n’est pas statistiquement significati@e phénomene n’est pas observé apres 1h
ou 24h d’exposition. Une étude en parallele de gerses de contrble démontre I'absence
d’'induction des genes c-Jun et TIMP-1, senséss&nsibles aux ondes MM. Par contre, il
existe une induction significative du niveau d’eegsion de 'ARNmM de HSP27. Une hausse
du messager de HSP70 est par ailleurs aussi olesdrief que celle-ci ne soit cependant pas
statistiguement significative. Les hausses de mosx diénes rapporteurs de stress thermique

sont marquées aprés 1h et 6h d’expositions. AptasdZxposition, la situation semble étre
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revenue a la normale. Il se pourrait donc que mosliions d’exposition soient susceptibles
(2 une DSP de 1,15 mW/cm?) de produire un débdfed’'¢hermique. Cet effet peut-il étre

responsable de la baisse du niveau d’expressidiAB&ImM de certaines chimiokines, telle

gue CXCL1 par exemple ? Lors de travaux prélimaggirpour caractériser les cellules
HaCaT, nous avions reéalisé une comparaison desuvdexpression génique de HSP70
mais aussi de CCL2 et CXCLS8, dans des cellules smama un choc thermique (43°C) a
deux durées différentes, soit 1h, soit Zddure 45).

A

Etude par RT-PCR en temps de réel du niveau d'expression de HSP70
dans les cellules HaCaT soumises a un choc thermique courte ou longue
durée
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Eude par RT-PCR entemps réel des niveaux d'expression de deux
chimiokines dans les cellules HaCaT soumises a un choc thermique
courte ou longue durée
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Etude par RT-PCR en temps réel du niveau d'expression de HSP70 dans
des cellules HaCaT placées 24h a différentes températures
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Figure 45 : Etude par RT-PCR en temps réel des niaaix d'expression de HSP70 (A, C) et de deux
chimiokines, CCL2 et CXCL8 (B), dans des cellules &CaT soumises a un choc thermique (43°C) de
courte durée (1h) ou de longue durée (24h) ou & uaeigmentation progressive de la température

Pour les expositions de courte durée, les résutatespondent a la moyenne +/- écart-type de éxqigriences
indépendantes. Un test t de Student fut réaligé&sagvoir vérifié la normalité des données et I'bsoedasticité
des variances. Les données obtenues pour 24 tfmneissues d’'une seule expérience.

A) L'exposition 1 heure a 43°C induit significativert HSP70 dans les cellules HaCaT (*=0,004).

B) Une tendance a la hausse est observée pour CX@d8 significative statistiquement parlant). Aprés
24 heures d’exposition, les niveaux d’expressio€@&2 et CXCL8 baissent trés fortement.

C) L'exposition a 40°C pendant 24 heures marquelaitide I'induction de HSP70 dans les cellules HaCa
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Pour le choc thermique de courte durée, 3 expérgeimdépendantes furent menées.
Concernant le choc thermique longue durée, enmralaa@aractéere purement exploratoire, une
seule expérience fut menée. En accord avec leogialphie, les résultats représentés dans la
figure montrent qu’'un choc thermique entraine umguction des niveaux de messager de
HSP70 et que cette induction commence réellemastle la température d’exposition
atteint 40°C(figure 45C). Concernant les chimiokines, il existe une tendaad’induction
des niveaux de messager de CXCL8 aprés un chomither court de 1h. Par contre, il
semblerait que les niveaux d’expression des chimésk s’effondrent apres 24h a 43°C
(figure 45B). Ces données restent néanmoins a confirmer nlas @nt dans le sens d’un
effet thermique produit par nos conditions d’exfiosia la DSP de 1,15 mW/cmz2. Quoiqu'il
en soit, des expériences complémentaires reste@nar, notamment avec la caméra IR, qui
nous permettra précisément de mesurer |'éventuetistence de phénomeénes locaux

d’augmentation de température.

Enfin, il nest pas exclu que le phénomeéne obseoidirectement lié au type cellulaire
que nous utilisons. Des travaux menés dans le sendes RF ont déja évoqué I'existence
d’'une variabilité au niveau des réponses biologguntre les lignées cellulaires utilisées
[158]. Aussi, afin d’approfondir nos recherchesd&icarter le risque de biais, nous avons
réalisé la méme expérience sur les cellules deyheé mélanocytaire A375, selon le méme
protocole(figure 46).

" Exposition de cellules A375 a différents temps all5 mW/cm?

Le traitement des cellules A375 a l'aide d’'une s$aibse pro-inflammatoire induit
significativement CCL2 et provoque une élévation dzveaux d’expression de CXCL1 et de
CXCL8, méme si ces derniéres ne sont pas statistignt significativegfigure 46C). Ces
cellules répondent donc a un signal pro-inflamnratoiais de maniere moins importante que
ce qui est observé dans les cellules HaCaT. L’akpoges cellules A375 aux ondes MM, a
une DSP de 1,15 mW/cm? entraine une diminutionstifdement significative des niveaux
d’expression des chimiokines aprés 24h d’exposiffaure 46A). Cependant, une hausse
sensible des niveaux d’expression des géenes sessiblchoc thermique est observée des 1h
d’exposition pour les genes HSP27 et HSP70. Ellposgsuit apres 6h et semble méme se
maintenir, tout du moins pour HSP70, apres 24hpé&nallele, les génes c-Jun et TIMP-1,
déja décrits pour leur sensibilité aux ondes MM,snbissent pas de modification de leur
niveau d’expressiorfigure 46B).
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A
Etude par RTPCR en temps réel des niveaux d'expression de génes pro-
inflammmatoires aprés exposition de cellules A375 pendant différents
temps a 1,15 mWiem®
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Figure 46 : Etude par RT-PCR en temps réel des niaeix d’expression de génes pro-inflammatoires (A) et
de controle (B) apres exposition de cellules A375 &0,4 GHz a une DSP de 1,15 mW/cm2 pendant des
durées différentes. En parallele, les niveaux d'expssion des trois genes ont été étudiés apres teitent a
lIL-1 g (C)

Pour chaque exposition, les résultats correspor@dmtmoyenne + écart-type de 3 expériences indigrees.
Aprés vérification de la normalité des donnéeseetltbmoscédasticité des variances, le test t ddesit a été
effectué pour chaque type d’expérience.

A) L'exposition pendant 24 heures induit une répmssignificative des niveaux d’expression des tgeses
pro-inflammatoires (*=0,024 ; 0,028 ; 0,031).

B) HSP27 est induit significativement aprés 6 heufesposition (*=0,001) et HSP70 est significativarhe
induit aprés 24 heures d’exposition (*=0,03)

C) Le traitement des cellules a I'lLAInduit seulement CCL2 significativement (*=0,049).

B. Discussion

Au sein des deux lignées cellulaires exposées,8menphénomene de répression de

I'expression des genes de chimiokines est obsemé@ée s'’il ne se produit pas a des temps
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similaires ; ce décalage peut cependant étre eplpr la variabilité intrinseque propre a
chacune des lignées cellulaires. Cette étude a déswntré I'existence d’'une modification
de I'expression des geéenes liés a la réponse au ttleomique dans les deux lignées. Nos
expositions a la DSP de 1,15 mW/cm?2 pourraient d&ine susceptibles de générer un effet
thermique Iéger et la diminution des niveaux d'eggion des chimiokines pourrait étre liée a
une augmentation de température. Des travaux dectéaisation de la lignée cellulaire
HaCaT, soumise a un choc thermique (43°C) pendardodrtes ou de longues durées ont
permis de mettre en évidence une régulation corepéexotamment un phénomeéne possible
de répression des niveaux d’expression des chimeskiAu vu de I'ensemble de ces données,
nous ne pouvons donc pas exclure, pour le momenet,|'gxposition aux ondes MM a une
DSP de 1,15 mW/cm2 génere une variation localeadeempérature. Celle-ci pourrait étre
relativement élevée en certaines zones du puitsuttare, notamment au niveau du tapis
cellulaire par exemple, sans gu’il n’y ait forcérhde transfert au reste du milieu, rendant ce
phénomene non mesurable (concrétement) par lels alatit nous disposons actuellement.
Cette augmentation pourrait se traduire par unendiion de I'expression des messagers de
chimiokines. A ce titre, et pour lever toute amliigpossible, une caractérisation précise des
parametres d’exposition devra étre obtenue, notarie niveau des élévations locales de
température, par des mesures réalisées dans cessnm@mditions d’exposition (DSP de
1,15 mW/cm2), a I'aide d’'une caméra thermique IR.

La diminution des niveaux d’expression pourraitsadgre un phénomene directement
dépendant de la puissance. Nous allons donc demvisager des expositions a une puissance
moindre (par exemple 0,75 mW/cm?) et & des tempigreints dans les deux lignées
cellulaires. Enfin, il faut garder a I'esprit que tépression d’'un géne n’est pas forcément
associée a une diminution de la quantit¢ de preseinConcernant nos conditions
expérimentales, nous ne pouvons affirmer que rdbtnénution des niveaux d’expression de
messagers de chimiokines se traduise aussi padiomieution de la sécrétion des protéines.
Nous allons donc doser les niveaux protéigues dechamiokines par la méthode ELISA
(« enzyme-linked immunosorbent assay », tant aeanivcellulaire, qu’au niveau du milieu de

culture.

Ces futurs travaux nous permettront alors de coadtutravail entrepris, dans le but de

réaliser prochainement une publication.
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V.1 Criblage des genes cibles des ondes milliméites

A. Introduction

Nous avons mené une approche a haut débit poriafd slétermination de genes cibles
potentiels a I'échelle du génome entier. Cette aghy@, réalisée dans le domaine des interactions
ondes électromagnétiques/étres vivants, devraihgine de déterminer des effets biologiques

nouveaux.

Il existe plusieurs techniques disponibles poutligg&aun criblage a haut débit. Ces
approches sont réalisées dans le domaine génomigpetéomique et il arrive méme qu’elles
soient parfois couplées [159, 160]. Les méthodesdsa sur la technique de puces a ADN
présentent une grande sensibilité et permettentaleser un crible large, voire exhaustif du
transcriptome (étude de I'expression des geénedje @echnique permet en outre d’identifier
précisément les génes différentiellement exprink@s.regard des difficultés inhérentes aux
variations d’expression génétique, combinées achntques d’hybridation, il est préférable de
répéter une expérience plusieurs fois et d’analyssuite la moyenne d’expression différentielle
entre les deux conditions. Les résultats seroms gius robustes, les moyennes souffrant de
moins de variabilité que les expressions individselet il sera alors possible de déterminer si un
gene est ou n'est pas différentiellement exprimatiisant les tests statistiques. La bibliographie
portant sur I'utilisation de cette technique (aigs de genes cibles potentiels), dans le cadre du
bioélectromagnétisme démontre I'existence d’'unezgine d’études, comprises sur une période
S’étalant de 1999 a 2009. Sans surprise, cellemnosur les effets des signaux RF sont
majoritaires, puisqu’une seule étude porte suroledes MM [152]. Dans l¢ableau 8 sont
résumées les différentes expériences menées a tieidechniques a haut débit (représentées
majoritairement par I'emploi de puces a ADN), lesd@les expérimentaux utilisés, ainsi que les
caractéristiques d’expositions. Ce tableau regrolgse fréquences utilisées en plusieurs
catégories : 847-900 MHz ; 1800-1900 MHz ; 2,1426Z5Hz et 35GHz et a pour but
d'illustrer la variabilité de modéles expérimentauiisés : animaux entiers, le plus souvent des
rats ou des souris, cultures de cellules animaldsimaines [152, 158, 160-171]. Dans la plupart
des études, le choix du modele d’étude est jugiditune caractérisation menée antérieurement
[164, 165], ou par l'origine des cellules telleseqoelles du cerveau par exemple, cibles
potentielles des RF [166] ou a pour but de compasaniveaux de réponse de différents types de
cellules [161]. Cette variabilité se poursuit aleechoix des parametres d’exposition, fréquences

employées, durées d’expositions, DAS, etc...
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Tableau 8 : Caractéristiques des expériences ayarmtéterminé des génes cibles potentiels des ondes

électromagnétiques (RF et MM) par une approche méthdologique a haut débit

Dans ce tableau, sont recensés l'auteur prindipalnée de I'étude, le type de modéle expérimeuntitité, les

caractéristiques d’exposition.
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Les résultats de ces expériences peuvent étreatigmment classés en deux catégories :
expériences qui ménent a des effets biologiqugwészions différentielles de certains genes)
et celles qui n'en n'ont pas. De méme, dans legatra ou un effet possible sur la
transcription génique a été démontré, le nombrgéates différentiellement exprimeés reste
relativement réduit. Il est trés difficile de raike@r des genes en commun dans deux études
distinctes, méme si les modéles expérimentaux d¢/dype d’ondes utilisées sont proches,

voire similaires.

La figure 47 illustre par ailleurs la difficulté a trouver désomarqueurs sensibles

spécifiguement aux radiations RF.

Génes induits
835 A 1600
915 MH=z 1900 MH=

(o5

2450 MHz
835— 1800 —
915 MHz ﬂ 1800 MHz

Geénes reprimes

2450 MHz

Figure 47 : Répartition des genes différentiellemenexprimés dans les études portant sur les effetes
radiofréquences

Le nombre de génes peut varier suivant la fréquatiigée. Le regroupement démontre I'absence awlabre
réduit de génes communs.

Dans cette figure, les génes différentiellementriexgs ont été regroupés en fonction
des catégories de fréquences employées et des distisées de genes, afin d’identifier des
genes communs aux différentes études, pouvant@usdérés comme des genes marqueurs
sensibles a [I'exposition aux ondes électromagnésiguSeuls 2 genes sont induits
conjointement & 900 MHz et 1800 MHz (euk. TransnBld-actor 1 alpha et Parathyroid
Hormone-like peptide). Ceci pourrait s’expliquer fes différences multiples retrouvées au
sein des protocoles expérimentaux (illustrées damsbleau 8 mais aussi étre le reflet du
manque de biomarqueur universel, sensible aux onpesqu’une perturbation de la
transcription pourrait étre trés spécifique desypellulaires et/ou d’'ondes employés. Enfin,

pour la majorité des études ou l'approche transmmpue a haut-débit détermine une
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expression différentielle de genes, I'étape dedadilbn des résultats obtenus par la technique
de PCR en temps réel est souvent fatale, en ralsore probabilité importante de faux
positifs. Une analyse par puces a ADN est en gffectuée de nombreuses étapes
expérimentales, dont I'amplification des ARNm avamrquage. L'intensité du signal peut
aussi dépendre de la qualité d’hybridation et slada de la puce, susceptibles d’entrainer des
différences d’une piste a l'autre. Enfin, I'analygatistique des données transcriptomiques est
potentiellement source d’erreurs, au sein d’'undesétude, plusieurs hypotheses sont testées
simultanément, et ainsi, certains genes peuverd, &r tort, déterminés comme étant
différentiellement exprimés. Il est donc indispéieade valider les différences d’expression
obtenues par cette approche a haut débit, enantildes méthodes plus fiables, notamment la
PCR en temps réel. Dans une revue récente, McNatm@kauhan soulignent que la plupart
des études citées dans thbleau 8 présentent des défauts méthodologiques (absence de
réplicats biologiques, conditions expérimentales pentrélées, etc...) [15]. Il est toutefois
intéressant de souligner que celles d’entre-ellésgmtant un plan expérimental de qualité ne

parviennent pas a démontrer d’effet important.

La seule étude menée sur les ondes MM parvient tiremen avant des effets
biologiques et apporte des précisions sur les n&o@s mis en place lorsqu’un animal est
exposé a 35 GHz, a de fortes DSP (75 mW/cm?). Awrscde ce travail, les rats ont été
exXposeés jusqu’a ce que leur température, mesurée/e@au du célon, atteigne 41-42°C. Les
échantillons de peau ont ensuite été prélevés cigpment 6h et 24h aprés la fin de
'exposition. L'approche par la technique de puae&DN a permis de mettre en évidence,
six heures aprées exposition, des modifications @leeg impliqués dans la régulation de la
transcription, le repliement des protéines, lesstrexydant ainsi que le renouvellement de la
matrice extracellulaire. Vingt quatre heures apt@sposition, les genes impliqués dans la
structure de la matrice extracellulaire et la d#umédes chimiokines sont ceux dont
I'expression est la plus touchée. Il faut toutefedsiligner que I'expression différentielle ne
peut étre due a un effet électromagnétique pur,’eaposition réalisée par les auteurs a
également généreé un effet thermique. Les HSP faritedirs partie des genes trouvés comme
étant surexprimés. Ce travail permet néanmoinstefobdes indications quant a I'activité
transcriptionnelle de certaines catégories de gélaes de conditions d’exposition a de fortes

puissances [152].

Au cours de nos travaux, nous avons décidé desedéalne approche a haut débit sur

tout le génome, en travaillant sur des culturesairies de kératinocytes humains. Il s’agira
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donc, a ce jour, de la deuxieme étude portantesuetfets des ondes MM, mais la premiere
menée sur des cellules humaines a 60 GHz. Toutefdes différence du travail réalisé par
Millenbaugh et collegues, nos expériences sergmeragant menées a une DSP n’induisant

pas ou peu d’effet thermique.

B. Résultats

. Contrdle qualité de I'expérimentation

L’analyse des données obtenues est effectuéed Ithi logiciel GeneSpring. Celui-ci
prend soin, dans un premier temps, de normaliggefisité de fluorescence, qui peut-étre
variable d’'une piste a l'autre. En cela, il ramé® moyennes des intensités de fluorescence
au méme niveau car il est en général estimé qumeajarité des génes ne verront pas leur
niveau d’expression varier d'une condition a l'aut€Ce logiciel permet en outre de comparer
les niveaux des intensités de fluorescence dests spcorrespondant a un gene donné, piste
par piste, sans risque de biais liés a des dift@®d’efficacité d’hybridation ou de lavage par

exemple.

L’'analyse de I'expression différentielle doit s&rdauniqguement sur les genes exprimeés
dans la cellule. Il faut donc éviter de prendrecempte, lors de cette analyse, les genes ne
s’exprimant pas, ces derniers possédant en géméeafluorescence qui correspond au bruit
de fond. Les contrbles négatifs effectués sur leep ont permis de déterminer l'intensité de
fluorescence correspondante au bruit de fond, leEgwst de l'ordre de 34,9 +/- 2,4 en
moyenne sur les points de contréle négatifs. Neassadonc considéré que nous pouvions
déterminer une intensité de fluorescence supéri®@ comme valeur seuil correspondante

a un niveau d’expression significatif par rappartoauit de fond.

Lors d’'un premier tri parmi les 41000 entités préss sur les puces, nous avons fait le
choix de retenir celles présentant une intensitbudeescence supérieure ou égale a 50 sur au
minimum deux des vingt pistes. Pour nos conditiorsj consiste en 28711 « spots positifs »
obtenus avec le scanner avant lavage et 26301t sgmsitifs apreés lavage a I'acétonitrile.
Sur cette premiére série de données, nous avoliseréa 'aide du logiciel GeneSpring, un
diagramme de dispersion (« scatter ploffigure 48) pour vérifier la qualité technique de
notre expérimentation. Léigure 48, compare lintensité de fluorescence de deux mémes
« spots » présents sur deux lames différentes’irgerisité de fluorescence est au méme

niveau, un point est présent sur la diagonale,isaqae si I'intensité n’est pas similaire, un
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décalage vers le haut ou le bas sera alors obseuwéette méme figure, on peut par ailleurs
constater que les répliquats techniques et biolegignontrent peu de variabilité, dées lors que
les niveaux de fluorescence sont suffisamment él@e& spots dont le niveau est supérieur
au bruit de fond apparaissent en jaune, orangggejolies conditions expérimentales sont de

bonne qualité et ne devraient donc pas apportbraile particulier lors de I'analyse.

Répliquat technique Répliquat biologique Expositions différentes

=

5

S

{processd slanal)

Plste 159-1 = expo n°1 = Oh
(processed signal)

Plste 156-3 = expo n°2 = Oh
Pliste 156-1 = expo n°2 — 6h
(processed signal)

~

Piste 254-4 = expo n°1 —-0Ch Piste 2544 = expo n°1 —Ch Piste 254-4 = expo n°1 - 0h
{processed signal) {processed signal) {processed signal)

L e |

1.9 5.6 16.9  Processed signal
3,7 485 122294 Fluorescence

Figure 48 : Diagramme de dispersion (« Scatter plot)

Le répliquat technique est une comparaison d'int&mie la fluorescence entre deux hybridationg@pgrations
d’ARNc marqués issus de la méme purification d’ARN.

Le répliquat biologique est une comparaison d'isi@nde fluorescence entre deux échantillons d’ARN
différents issus de deux expositions cellulaireipendantes mais réalisées dans les mémes coadition

Le dernier exemple représente une comparaison afgtx échantillons différents de cellules exposées
différentes.

L'échelle représente les intensités de fluorescence

" Analyse sans filtre de correction

Plusieurs types d’analyses ont été effectuées,ymott en étudiant les conditions
d’exposition (Oh vs 1h; Oh vs 6h ou Oh vs 24h)eldomparaison a par ailleurs été réalisée
avant et apres lavage. Les genes retrouvés conffeeedtiellement exprimés dans les deux
cas ont alors été retenus. A l'aide du logiciel €gpming, nous avons déterminé les génes
différentiellement exprimés en réalisant pour cata « Volcano Plot »(figure 49). Le
« Volcano Plot » est une représentation graphigutenme pour la comparaison de deux
conditions, a partir de la variation du niveau g@ession d’'un gene (« fold change ») en
fonction de sa significativité statistique (« pwak). Dans notre analyse, nous avons choisi
les seuils de sélection suivants : les génes céresdcomme différentiellement exprimeés

présentent une variation du niveau d’expressiofol(kchange ») supérieure a 2 (en valeur
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absolue) et une significativité statistique (« peab) inférieure a 0,05. Le choix d’un seuil
statistiqgue bas (< 0,05), combiné a une différetfepression supérieure a 2 garantit une
bonne fiabilité de nos résultats et offre la patigdhde pouvoir confirmer ces résultats par une
autre analyse quantitative. Notre expérience eneneatl’expression génigue nous permet en
effet de penser qu'il sera tres difficile de leréapour des genes présentant des variations

d’expression inférieures a 2.

Volcano Plot

Génes
sélectionnés =
difféerence
d’expression > 2,
et p<0,05.

-log10(pvalue)
n

l-

Génes ne Z

Génes présentant

une bonne
différence
présentant pas de 04 d’'expression (> 2),
différenoe_ I ' ; i il mais ne passant
d expression -4 -2 0 2 4 pas le test
supérieure a 2 statistique (p>0,05)

log2 (Fold change)

Select pair | [Oh] Vs [6x1h] =4

Figure 49 : Exemple de détermination de génes difféntiellement exprimés a I'aide de la représentatio
Volcano Plot

Ici, 'analyse porte sur la comparaison entre knstet I'exposition 6 fois 1 heure. Cette repréd@riaggraphique
correspond au niveau de changement d’expressidth ¢ftange) d’'un géne en fonction de sa signifidtiv
statistique (pvalue). Les génes exprimés difféedletnent, dont le changement de niveau d'expreseiin
supérieur a deux (en valeur absolue) et de masignificative (pvalue< 0,05) sont sélectionnés r@nge dans
les cadrans supérieurs gauche et droit).

Deux analyses indépendantes ont été réalisées lagemtensités de fluorescence
obtenues avant puis aprés lavage des lames. Cegiepait de vérifier que I'étape
supplémentaire de lavage n’'apporte pas un biaisti@e. Dans les conditions statistiques
les plus stringentes (test t avec les correctian8anferroni, Wetsfall-Young et enfin avec
celle de Benjamini-Hochberg), aucun gene n’estvigodifférentiellement exprimé. Ce n’est
gu'en absence de correction statistigue que desesgedifférentiellement exprimeés
apparaissent. Le probleme repose cependant ddai$ ¢pie plus on abaisse la stringence du
test statistique et plus on augmente le risquectictionner des faux positifs, c'est-a-dire le
fait de déterminer un gene comme différentiellemexyrimé alors qu’il ne I'est pas. Pour

estimer le nombre de faux positifs que I'on pourpatentiellement rencontrer au cours de
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nos expérimentations, nous nous sommes basés sugthonde des permutations, proposée
lors d’'une étude précédente réalisée par Whiteretadollegues, en 2006 [171]. Cette
méthode consiste en une comparaison 2 a2 destatésissus d’'une méme condition
d’exposition. Pour nos échantillons, toutes les lmoaisons ont été testées, soit
12 possibilités. La différence observée n’est pasall’exposition en elle-méme mais aux lots
cellulaires utilisés (deux lots cellulaires indégants, d’ou source de variabilité biologique)
et & la variabilité apportée par les techniquespdefication, marquage et hybridation.
Lorsque cette analyse est effectuée, le hombreauabe ositifs est de I'ordre de 0,2 +/- 0,4
gene avec une correction de Benjamini-Hochbergleel48 +/- 105 génes en absence de
correction. Les génes sélectionnés en absence rdection statistique présentent donc un
risque élevé d’étre retenus a tort comme étanérdifftiellement exprimés et ne constituent
donc pas forcément le reflet de I'effet lié a urpasition aux ondes MM. Ce phénomene est
particulierement rencontré dans les expositionst124h, ou les nombres respectifs de génes
sélectionnés sont inférieurs aux nombres possdeefaux positifs. Cette non-spécificité est
par ailleurs renforcée par le faible recouvremettouvé lorsque I'on croise les résultats

obtenus avant et apres lavdtgbleau 9)

Test statistique : T Test unpaired
Fiabilité du test
Expo
Westfall Benjamini |
60,4 GHz Bonferroni Young Hochberg No correction CorEn';tq‘Le:es
Analysle des lames 0 O 0 37
avant lavage
L h 4
Analyse des lames 0 0 0 34 (10 & 12%)
apres lavage
Analyse des lames 0 O 0
avant lavage 353 214
6h T R 5T QT (60 & 75%)
nalyse des lames
apres lavage 286
Analyse des lames
avant lavage 0 O 0 150
24 h mnaysedestames | o o~ a4 (302(20%)
apres lavage 0 O 0 114
Analyse des lames 563
avant lavage 0 O 0
6x1h b 382
Analyse des lames 68 a 80%
aprés lavage 0 0 0 474 6aa )

Tableau 9 : Liste des génes différentiellement expnés pour chacune de nos conditions

Les lots de cellules ont été regroupés pour powdailiser les analyses. Les résultats sont obtaprés qu’un
test t ait été effectué, avec ou sans correctiatisitiue. Ces analyses ont été menées a partidatases
recueillies avant et aprés lavage des lames eéseptent les entités communes retrouvées lors sleleex
analyses.
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Les analyses des expositions 6h et 6 fois 1h metteravant des nombres de génes
exprimés différentiellement plus élevés que ceufad& positifs. Dans ces cas, nous sommes
peut-étre plus proches d’une réalité biologiqgueudNpouvons d’ailleurs constater que le taux
de recouvrement (lorsque I'on croise les listembed apres lavage) est plus important pour

ces échantillons.

. Analyse avec un filtre de correction

La deuxieme analyse est effectuée avec un filtrar péliminer les valeurs de
fluorescence trop faibles, qui peuvent étre unecgoimportante de faux positifs. Lors de la
comparaison des valeurs, nous n'avons conservdegugenes possédant une fluorescence
minimale de 50 dans 75% des pistes pour au moiesandition. Le filtre permet d’éliminer
30% de genes supplémentaires avant lavage et 2886 &gvage. |l s’agit de genes dont

I'expression différentielle est proche du bruitfded (tableau 10)

T Test unpaired
No correction
+
EXpO 60,4 Filtre d’expression (>50 »
GH a 75% dans au moins Entités
z I'un des cas) communes
Analyse des
lames avant 2
lavage
1 T R 1
Analyse des 1
lames aprés
lavage
Analyse des
lames avant 142
|
6h Jlavage A ] 120
Analyse des
lames aprés 149
lavage
Analyse des
lames avant 25
lavage
24 h Analyse des 2 1
lames aprés 32
Iavwe
Analyse des
lames avant 339
lavage
B X 1 h |-~ - 297
Analyse des
lames aprés 333
lavage

Tableau 10 : Liste des génes différentiellement elmés pour chacune de nos conditions aprés utilisian
d’un filtre d’analyse

Les lots de cellules ont été regroupés pour pouwdailiser les analyses. Les résultats sont obtaprés qu’un
test t ait été effectué sans correction statistiqpees application d’un filtre d’expression. Ceslgses ont été
menées a partir des données recueillies avanté&s Eyvage des lames.
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Une nouvelle fois, lorsque cette analyse est eftaxt I'utilisation des corrections
statistiques les plus stringentes ne permet paide ressortir de géenes différentiellement
exprimés. Sans appliquer de correction statistignepeut toutefois sélectionner un certain
nombre de genes en commun. L'utilisation du fifisgmet de conserver les genes possédant
un plus fort niveau d’expression. Il permet en eutiéliminer les genes sujets a caution et de
réduire le nombre de faux positifs, ce qui est ko par la méthode des permutations,
puisque le nombre de faux positifs est de I'ordee8@ environ. Lorsque I'on étudie les entités
communegtableau 10) on constate que le nombre de génes différentielé exprimés est
bien moindre que lors de I'analyse statistique reesens I'utilisation de filtre. Le taux de
recouvrement entre I'analyse des lames avant é@salpwvage est bien meilleur (80% en
moyenne) que précédemment et on peut penser quésldgats sont plus fiables.

Le diagramme de Ventiigure 50) représente les nombres de genes différentiellement

exprimés apres exposition 1h, 6h ou 24h par ragpocontrole.

24 h expo
Total liste = 21
Au final, 130 entités
> différentiellement exprimées
par rapport au contrble
6 h expo J
Total liste = 120

Figure 50 : Répartition des genes différentiellemdrexprimés apres exposition aux ondes MM
Un seul géne est retrouvé en commun dans les 3timorsd L'exposition 6 heures provoque I'effet lmgique le
plus marqué.

Au total, 130 entités sont déterminées. |l existggane en commun entre 1h, 6h et 24h.
Pour le reste, 109 genes sont spécifiquement affempres exposition 6h, tandis que 10 le
sont apres exposition 24h. Ce diagramme pourrgeat |étreflet d'une expression contrélée
dans laquelle aucun phénomene ne se produit apré'®Aposition. Ensuite, des mécanismes
se mettent progressivement en place et se tradumenune modification importante de
I'expression génétique aprés 6h. Apres 24h d’egioosil y a une diminution trés importante
du nombre de génes exprimés. Une question demependant. Apres 24h d’exposition, le
nombre de genes différentiellement exprimés eativeiment faible. De plus, seuls 10 genes
sont retrouvés en commun avec la condition d’exjoscontinue 6 heures. Ce faible taux de

recouvrement est-il le reflet de la sélection dexfpositifs ou est-il le reflet d’'une expression
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génique différentielle ? En toute logique, on péntettre I'hypothese selon laquelle il se

produit un retour a la normale aprés 24h d’expasiti

Un argument pouvant confirmer I'hypothése d'une ification transitoire de
'expression génique se retrouve a la suite deenatralyse exploratoire menée sur des
cellules exposées 6h, puis laissées 18h sans &érpofphase de récupération). Dans cette
expérience, plus de 80% des génes sélectionnés @lpré’exposition voient leur expression
revenir au niveau du contrdle, tandis que 15% déeatix subissent un retour partiel a la
normale (résultats non représentés). La comparaiesrdonnées obtenues entre I'exposition
6h en continu et celles d’expositions intermittenBefois 1h viendrait également confirmer

cette hypotheése, puisque de nombreux génes samtivés en commugfigure 51).

Intermittence 6x1h 6 h continue
n=2 n=4
Total liste =297 Total liste = 120
65

Figure 51 : Comparaison des genes différentielleménexprimés entre les conditions d’exposition
intermittentes 6 fois 1 heure et 6 heures en contin
55 génes sont retrouvés en commun lorsque I'on acenes deux conditions.

Il est intéressant de constater que I'analyse denalition 6 fois 1h permet de retrouver
plus de genes différentiellement exprimés. Noussagons pas s'il s’agit d’'une réalité
biologique ou si c’est lié au fait que I'expérienaie été menée sur un nombre plus faible
d’échantillons (n=2) ? Des expériences complémeggaeront nécessaires dans le futur pour

apporter une réponse a cette question.

La liste des génes différentiellement expriméspessentée dans tableau 11, placé
exceptionnellement a la fin de ce chapitre, enoraide sa taille importante. Une chose que
'on peut remarquer dans cette liste est I'absedes protéines HSP. Les conditions
d’exposition n‘ont pas généré deffets thermiqueffisants pour induire leur expression
(figure 52).
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Induction de I'ensemble des HSP

5 25
=
g 2
2
= 15
k-]
€ 1 T 1 T
o
g 05— —
(3
=3
o 4]
Oh 1h 6h 24h 6x1h
[oinduction 1 1 1.1 105 0,98
Conditions d’exposition

Figure 52 : Etude des niveaux d’induction de I'ensable des HSP pour chaque condition
Ces données sont extraites de nos résultats e¢rrmmt les génes codant les HSP, en y présentardnalyse
de leur niveau d'induction pour chaque condition.

De méme, on peut aussi constater 'absence de gapligués dans la réponse UPR
(ce qui confirme nos résultats précédemment objemusis aussi lies a la réponse
inflammatoire. Il existe donc des différences dauléats suivant que I'on expose des cultures
primaires ou des lignées cellulaires (HaCaT et A& ondes MM. Curieusement, on peut
aussi remarquer que les expositions aux ondes Mibleat Etre marquées majoritairement
par des phénomenes de répression de niveaux d&sipmedes genes. Celle-ci concerne 85%

d’entre-eux(figure 53).

Geénes différentiellement exprimeés
[ ] Surexpression
-

Figure 53 : Représentation des niveaux d’expressiaes genes
Il existe environ 6 fois plus de génes réprimésdpigenes induits apres exposition aux ondes MM.

Un classement/regroupement hiérarchique (« clugtey) des genes différentiellement
exprimés par rapport aux niveaux d’expression neoiixistence de 7 grands groupes
(figure 54, page suivandeet confirme la tendance générale a la baisseedprission, si I'on
se référe au code couleur employé (passage du eaugaine ou du jaune au bleu, signifiant
une baisse de I'expression). Cette représentaiiemt en outre confirmer que la condition
d’exposition 6h est celle générant les résultassdieis éloignés du contréle Oh. Dans le
tableau 12 (placé en fin de chapitre), sont représentésléssements des génes sélectionnés
en fonction du coefficient d’'induction ou de rémies (« Fold change » ou FC dans le

tableau, exprimé en valeur absolue). A I'étudeahleau 12 on peut constater en moyenne
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gue le coefficient d'induction ou de répression Gt faible (3,6 +/- 3,94). L'effet observé

(induction ou répression) est donc peu spectaeulair niveau de I'expression des génes

sélectionnés (Ie% ont un coefficient d’induction ou de répressiompois entre 2 et 3).

Certaines entités dans ce tableau présentent panfotres fort FC. Il peut s’agir du
reflet d’'un biais expérimental comme c’est le cas exemple avec le gene PDLIM3. Ce
dernier présente la plus grande différence d'esmwas(FC = 30,9), avec une expression
basale (dans le contrdle) proche de 150 envirorcluie apres 6h d’exposition a une valeur
de 5 environ, ce qui représente 7 fois moins gwalieur du bruit de fond moyen. Ceci a donc
causé une amplification artificielle d’un factew. 3

es en

LR AR R AR

lectionn

anes se

fonction de leur profil d’expression

Regroupement hiérarchique (“clustering”) des g

Figure 54 : Regroupement hiérarchique (« clustering’) des génes sélectionnés en fonction de leur prof
d’expression

Chaque ligne correspond a un géne sélectionné ldaiste des 130 entitésapleau 12, et chaque colonne
correspond a la valeur de fluorescence pour chpigie des puces. La code couleur présenté daégdade est
le suivant ; rouge, le géne est surexprimé, blestiréprimé.

145



Chapitre IV : Criblage des génes cibles des ondeslhimétriques

Lorsque les génes sont classés en fonction delalye » {ableau 13 placé en fin de
chapitre), on remarque exactement le méme phénon@meonstate que certaines de ces
valeurs sont artificiellement diminuées, du faieqertains niveaux d’expression soient en

deca du niveau du bruit de fond.

Il nous faudra donc tenir compte de ce biais loestion effectuera une sélection de

génes pour réaliser une étape de validation par&Cmps réel.

= Annotation fonctionnelle

L’annotation fonctionnelle des génes a été réalsdaide du logiciel Database for
Annotation, Visualization anthtegrated Discovery (DAVID) [172, 173, 174]. Sarliste des
130 entités sélectionnées, 107 sont reconnues e¢atodiciel DAVID, qui établit la
correspondance entre les noms des genes séledienhigur annotation fonctionnelle. Cette
derniere correspond a la description des prodditsggies du point de vue de leur fonction
moléculaire, de leur réle biologique mais ausdiede localisation cellulaire. C’est I'ontologie
génique, « Gene Ontology » en anglais (GO). La kst regroupée danstébleau 14 placé
également en fin de chapitre.

Le logiciel DAVID reéalise en fait une analyse sstijue trés poussée pour rechercher
des termes GO qui sont sur ou sous-représentésnadéres liste, par rapport a ce que l'on
pourrait trouver dans une répartition au hasardstiocie alors a chacun de ces genes un
coefficient d’enrichissement. Lorsque l'on analyes fonctions biologiques des génes
sélectionnés, représentés dantaldeau 14 on remarque que les genes possédant un terme
GO relatif au cycle cellulaire et a la mitose agnv en premier. Viennent ensuite ceux en
rapport avec les chromosomes. La encore, on redrouvrapport évident avec la mitose.
Toujours lors de cette analyse, on peut aussigmerdila présence de plusieurs facteurs de

transcription, qui forment un groupe fonctionnehlégnent détecté par le logiciel.

" Choix des génes pour validation par RT-PCR en temp=el

A la suite de I'analyse menée avec le logiciel DBYhous avons retenu 24 des 107
géenes classés pour les tester par la techniqu€ReelR temps rédtableau 15) Nous avons
sélectionné les genes présentant la meilleure cw@ignn par rapport a I'expression
différentielle enregistrée par les puces a ADN. @&ses possedent une bonne « pvalue », un
bon coefficient FC, ainsi qu’'un niveau d’expresssupérieur au bruit de fond, afin d’éviter
toute source de faux positif. TRPV2, EMILIN1, PLXNDSERPINF1 constituent de bons
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exemples. De méme, nous avons également pris dess ge&présentatifs des groupes
fonctionnels établis par le logiciel DAVID. Ces g&nressortent comme étant liés au cycle
cellulaire (CDKN2C, MAD2L1, NUSAP1) ou en relati@vec la régulation de I'expression
génique (E2F1, HESS5, LEF1).

Agilent probe
ID

A_23 P157299 AEBP1 Homo sapiens AE binding protein 1

A_23_P85460 CDKN2C Homo sapiens _cyclin-_dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits

CDK4), transcript variant 1

Homo sapiens cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-

associated dual specificity phosphatase)

A_23 P115872 CEP55 Homo sapiens centrosomal protein 55kDa

A_23 P420551 CIT Homo sapiens citron (rho-interacting, serine/threonine kinase 21)

A 23 P112798 CRIP2 Homo sapiens cysteine-rich protein 2

Homo sapiens DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta,
transcript variant 6

A 23 P80032 E2F1 Homo sapiens E2F transcription factor 1
A 23 P165848 EMILIN1 Homo sapiens elastin microfibril interfacer 1

Homo sapiens hairy and enhancer of split 5 (Drosophila), (cDNA
A_32_P234l84 HESS clone MGC:102848 IMAGE:6204648), complete cds.

A_23 P155765 HMGB2  Homo sapiens high-mobility group box 2

Symbol Description

A 23 P48669 CDKN3

A 23 P28953 DNMT3B

A 24 P20630 LEF1 Homo sapiens lymphoid enhancer-binding factor 1

A 32 P101031 LYPD1 Tomo sapiens LY6/PLAUR domain containing 1, transcript variant
A 23 P92441 MAD2L1 Homo sapiens MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

A 23 P82929 NOV Homo sapiens nephroblastoma overexpressed gene

Homo sapiens NUF2, NDC80 kinetochore complex component,
homolog (S. cerevisiae), transcript variant 1

A 24 P416079 NUSAPL Homo sapiens nucleolar and spindle associated protein 1,
= transcript variant 1

A 24 P376391 PLXND1 Homo sapiens plexin D1
A_23 P121064 PTX3 Homo sapiens pentraxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta

Homo sapiens replication factor C (activator 1) 3, 38kDa, transcript
variant 1

Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2
antiplasmin, pigment epithelium derived factor), member 1
A_23 P325040 TMPO Homo sapiens thymopoietin, transcript variant 1

Homo sapiens transient receptor potential cation channel,
subfamily V, member 2

Homo sapiens ubiquitin-like, containing PHD and RING finger
domains, 1, transcript variant 2,

A 23 P74349 NUF2

A 23 P14193 RFC3

A_23 P100660 SERPINF1

A_23 P207911 TRPV2

A_23 P208880 UHRF1

Tableau 15 : Génes retenus pour I'étape de validat par PCR en temps réel

Enfin, lorsque I'on réalise un croisement de nosrées avec les listes de genes sorties
a la suite d’études a haut débit des effets deRIpeut constater que seuls les génes RFC3
et TMPO sont retrouvés en commun. Dans le cas BeR genes étaient surexprimés, tandis

gue dans notre cas, ils sont réprimés. Nous lessaréanmoins sélectionnés pour confirmer
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nos observations. Le croisement de notre liste Bagegénes ressortis par I'analyse a 35 GHz

ne permet pas de ressortir de genes en commun.

Les expériences de PCR en temps réel auront pautebualider les résultats obtenus

avec la technique de puces a ADN. Les amorcesdsomas et déja en cours de conception.
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Tableau 11 : Entités sélectionnées apres 1h, 6h &dh d’exposition

| Entités sélectionnées aprés 1h ; 6h & 24h d’exposition.

ProbeName GeneSymbol Description GenbankAccession

A_23_P406025 KIAAD367 KIAAQ367 NM_015225

Entités sélectionnées spécifiquement apres 6h d’exposition.

ProbeName GeneSymbol Description GenbankAccession

A_23_P156600 | A_23_P156609

A_24_P152793 | A_24_P152793

A_24_P161655 | A_24_P161655

A_32_P140501 | A_32_P140501

A_23_P360754 ADAMTS4 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 4 NM_005099
A_23_P33326 ADRA1B Adrenergic, alpha-1B-, receptor NM_000679
A_23_P157299 AEBP1 AE binding protein 1 NM_001129
A_23_P145916 AEBP1 AE binding protein 1 NM_001129
A_23_P357504 AL834280 AL834280
A_23_P356684 ANLN Anillin, actin binding protein NM_018685
A_23_P143713 APOBEC3G Apolipoprotein B mRNA editing;anyme, catalytic polypeptide-like NM_021822
A_32_P188921 BCO007606 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3351 130, complete cds. BC007606
A_23_P212050 BCHE Butyrylcholinesterase NM_000055
A_32_P119154 BE138567 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2766163 3 BE138567
A_24_P920730 BUG08568 Homo sapiens cDNA clone UI-CF-FNO-aep-h-11-0-UI 3', BUB08568
Homo sapiens chromosome 14 open reading frame 139, mRNA
A_23_P14302 C140rf139 (cDNA clone MGC:14946 IMAGE:3532035), complete cds. BC008299
[BC008299]

A_32_P129010 C1orf190 Homo sapiens chromosome 1 open reading frame 190 NM_001013615
A_23_P40453 CBR3 Carbonyl reductase 3 NM_001236
A_23_P52697 CD248 CD248 molecule, endosialin NM_020404
A_23_P98898 CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 (CDK2), transcript variant 1, NM_001798
A_23_P48669 CDKN3 Cyclin-dependent;;izz;iiit;h’i)l;i;c;;ﬁa(tCa)E;()Q—associated dual NM_005192
A_24_P392109 CENPN Centromere protein N NM_018455
A_23_P115872 CEP55 Centrosomal protein 55kDa NM_018131
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Tableau 11 (suite)

| Entités sélectionnées spécifiquement aprés 6h d’exposition.

ProbeName GeneSymbol Description GenbankAccession
A_23_P420551 CIT Citron (rho-interacting, serinefthreonine kinase 21) NM_007174
A_23_P44674 CRIP1 Cysteine-rich protein 1 (intestinal) NM_001311
A_23_P112798 CRIP2 Cysteine-rich protein 2 NM_001312
A_23_P21976 CSPG4 Chondroitin sulfate proteoglycan 4 NM_001897
A_23_P28953 DNMT3B DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta, transcript variant 6, NM_175850
A_23_P80032 E2F1 E2F transcription factor 1 NM_005225
A_23_P35871 E2F8 E2F transcription factor 8 NM_024680
A_32_P202502 EFHA2 EF-hand domain family, member A2 NM_181723
A_23_P165848 EMILIN1 Elastin microfibril interfacer 1 NM_007046
A_24_P83758 ENST(;ggUUZQZ Homo sapiens mRNA for KIAA1653 protein, partial cds.

ENST00000355 Endogenous retrovirus H D1 leader regionfintegrase-derived ORF1, ORF2, and
A_23_P136721 748 putative envelope protein (Endegenous retrovirus H protease/integrase-derived
ORF1, ORF2, and putative envelope protein).

A_24_P160413 ENSnggOD?:BD Homo sapiens cDNA FLJ38790 fis, clone LIVER2002842.

A_24_P166613 EPDR1 Ependymin related protein 1 NM_017549
A_24_PE2783 FABP3 Fatty acid binding protein 3, musiﬁlrﬁbaitr;i)heart {mammary-derived growth NM_004102
A_23_P49878 FAMB4A Homo sapiens family with sequence similarity 64, member A NM_019013
A_32_P24165 FANCD2 Fanconi anemia, complementation group D2, transcript variant 2, NM_001018115
A_23_P211631 FBLNA1 Fibulin 1, transcript variant D, NM_006486
A_23_P111701 GNG11 Guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 11 NM_004126
A_23_P43276 GPR124 G protein-coupled receptor 124 NM_032777
A_23_P105442 GRASP GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1)-associated scaffold protein NM_181711
A_23_P66454 GSDML Gasdermin-like, transcript variant 2, NM_018530
A_24_P139901 GYPC Glycophorin C (Gerbich blood group), transcript variant 1, NM_002101
A_23_P29257 H1F0 H1 histone family, member 0 NM_005318
A_23_P430658 HEYL Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif-like NM_014571
A_24_P166443 HLA-DPB1 Major histocompatibility complex, class Il, DP beta 1 NM_002121
A_23_P258769 HLA-DPB1 Major histocompatibility complex, class Il, DP beta 1 NM_002121
A_23_P155765 HMGB2 High-mobility group box 2 NM_002129
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Tableau 11 (suite)

| Entités sélectionnées spécifiquement apres 6h d’exposition.

ProbeName GeneSymbol Description GenbankAccession
A_23_P66682 HOXB6 Homeobox B6 NM_018952
A_23_P392575 KCNE4 Potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 4 NM_080671
A_24_P117410 KLHDC7B Kelch domain containing 7B NM_138433
A_24_P20630 LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1 NM_016269
A_24_P187407 LOC643744 PREDICTED: Homo sapiens similar to D-PCa-2 protein isoform ¢ XR_017206
A_23_P111995 LOXL2 Lysyl oxidase-like 2 NM_002318
A_24_P88763 LOXL3 Lysyl oxidase-like 3 NM_032603
A_32_P101031 LYPD1 LY6/PLAUR domain containing 1, transcript variant 1, NM_144586
A_23_P20443 LZTS1 Leucine zipper, putative tumor suppressor 1 NM_021020
A_23_P92441 MAD2L1 MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 NM_002358
A_23_P201988 MASTL Microtubule associated serine/threonine kinase-like NM_032844
A_23_P31064 MOXD1 Monooxygenase, DBH-like 1, transcript variant 2, NM_015529
A_23_P143817 MYLK Myosin, light chain kinase, transcript varant 1, NM_053025
A_24_P319613 NEK2 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2 NM_002497
A_23_P35219 NEK2 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2 NM_002497
A_23_P103672 NES Nestin (NES), NM_006617
A_23_P389897 NGFR Nerve growth factor receptor (TNFR superfamily, member 16) NM_002507
A_23_P82929 NOV Nephroblastoma overexpressed gene NM_002514
A 23 P74349 NUF2 NUF2, NDC80 kinetochorg comp_lex component, homolog, NM 145697

== transcript variant 1, -
A_24_P416079 NUSAP1 Nucleclar and spindle associated protein 1, transcript variant 1, NM_016359
A_24_P220485 OLFML2A Olfactomedin-like 2A NM_182487
A_23_P214281 PAQRS Progestin and adipoQ receptor family member VIII NM_133367
A_23_P110403 PDLIM3 PDZ and LIM domain 3 NM_014476
Pecksien koo coraig i
A_23_P52410 PLEKHK1 Pleckstrin homology domain containing, family K member 1 NM_145307
A_24_P376391 PLXND1 Plexin D1 NM_015103
A_23_P163099 POLE2 Polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) NM_002692
A_23_P313938 PPIF Homo sapiens clone Dglfr;;i?egidF:’lF (UNQ6502) mRNA, AY358854
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Tableau 11 (suite)

| Entités sélectionnées spécifiquement aprés 6h d’exposition.

ProbeName GeneSymbol Description GenbankAccession
A_23_P201079 PRDM2 PR domain containing 2, with ZNF domain, transcript variant 1, NM_012231
A_23_P256384 PSIP1 PC4 and SFRS1 interacting protein 1, transcript variant 1, NM_021144
A_24_P98371 PsIP1 PC4 and SFRS1 interacting protein 1, transcript variant 2, NM_033222
A_32_P22702 PsIP1 PC4 and SFRS1 interacting protein 1, transcript variant 2, NM_033222
A_24_P403417 PTGES Prostaglandin E synthase NM_004878
A_23_P121064 PTX3 Pentraxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta NM_002852
A_23_P147025 RAB33A RAB33A, member RAS oncogene family NM_004794
A_23_P99292 RAD51AP1 RAD51 associated protein 1 NM_006479
A_23_P14193 RFC3 Replication factor C (activator 1) 3, 38kDa, transcript variant 1, NM_002915
A_23_P112341 RMI1 RMI1, RecQ mediated genome instability 1, homolog NM_024945
A_23_P51231 RUNX3 Runt-related transcription factor 3, transcript variant 2, NM_004350
A_23_P143526 S$100B 5100 calcium binding protein B NM_006272

Serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment

A_23_P100660 SERPINF1 epithelium derived factor), member 1 NM_002615
A_24_P150466 SMOC1 SPARC related modular calcium binding 1, transcript variant 1, NM_001034852
A_32_P181297 ST70T1 sT7 °Ve"'appi?gT";ag_?:;i’;‘n1cfr’;“r:§:§fﬂ2°7"'°°ding RNA) NR_002330
A_24_P100535 SYT15 Synaptotagmin XV, transcript variant b, NM_181519
A_23_P164451 TBX2 T-box 2 NM_005994
A_23_P125788 TCEAL7 Transcription elongation factor A (Sll)-like 7 NM_152278
A_23_P107421 TK1 Thymidine kinase 1, soluble NM_003258
A_23_P325040 TMPO Thymopoietin (TMPO), transcript variant 1, NM_003276
A_23_P137173 TMSL8 Thymosin-like 8 (TMSL8), mRNA NM_021992
A_24_P277576 TRIP13 Thyroid hormone receptor interactor 13 (TRIP13), NM_004237
A_23_P417951 TSPYLS TSPY-like 5 NM_033512
A_32_P101235 UHRF1 Ubiquitin-like, contaitr:ia:gsg:-:)?vaarliilgé finger domains, 1, NM_013282
A_23_P208880 UHRF1 Ubiquitin-like, contaitr:iar:]gsz;?;r:?ailgé finger domains, 1, NM_013282
A_23_P64044 URP2 UNC-112 related protein 2, transcript variant URP2LF, NM_178443
A_23_P106617 WFDC1 WAP four-disulfide core domain 1 NM_021197
A_23_P307328 WHsCA1 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1, transcript variant 8, NM_007331
A_23_P93032 2BED3 Zinc finger, BED-type containing 3 NM_032367
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Tableau 11 (suite et fin)

| Entités sélectionnées aprés 6h & 24 h d’exposition.

ProbeName GeneSymbol Description GenbankAccession
A_24_P200652 Céorf62 Homo sapiens chromosome 6 open reading frame 62 NM_030939
A_23_P85460 CDKN2C Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4), transcript variant 1, NM_001262
A_23_P4536 EPB41L3 Erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 NM_012307
A_23_P70547 HSPA1L Heat shock 70kDa protein 1-like NM_005527
A_23_P329261 KCNJ2 Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2 NM_000891
A_24_P216968 NUCKs1 Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinases substrate (P1).
A_24_P741378 THC2531058 Q47K95_THEFY (Q47K95) Single-strand binding protein, partial (6%)
A_24_P732565 THC2650367
A_23_P207911 TRPV2 Transient receptor potential cation channel, subfamily VV, member 2 NM_016113
A_24_P272561 ZDHHC13 Zinc finger, DHHC-type containing 13, transcript variant 1, NM_019028

Entités sélectionnées spécifique

ment apres 24h d’exposition.

ProbeName GeneSymbol Description GenbankAccession
A_32_P115515 AK026131 Homo sapiens cDNA: FLJ22478 fis, clone HRC10816. AK026131
A_24 P333357 AK090463 Homo sapiens mRNA for FLJ00384 protein. AK090463
A_32_P191895 BC045716 Homa sapiens cDNA clone IMAGE:5261156. BC045716
A_24_P570930 BF364571 BF364571 PM1-NN1084-240900-005-g05 NN1084 Homo sapiens cDNA, BF364571
A_24 P418717 BMPR1A Bone morphogenetic protein receptor, type IA NM_004329
A_24 P171873 FBX04 F-box protein 4, transcript variant 1, NM_012176
A_23_P435833 FUBP3 Far upstream element (FUSE) binding protein 3 NM_003934
A_24_P101261 LOC402216 PREDICTED: Hg&c;j;zis::otsg:iI:'r(thc;]:ﬁsrﬁgeneous nuclear XR_018005

A_23_P21457 NMD3 NMD3 homolog NM_015938
A_23_P164507 YES1 v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog 1 NM_005433
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Chapitre IV : Criblage des génes cibles des ondeslhimétriques

Tableau 12 : Classement des génes en fonction dweffiwient d’'induction ou de répression (« fold chage »
(FC), exprimé en valeur absolu

ProbeName GeneSymbol Fluo Oh Régulation | FCAbsolute | Fluo expo
A 23 P110403 PDLIM3 148,9 Répression 30,958 4,8
A 23 P20443 LZTS1 169,8 Répression 21,023 8,1
A 23 P143526 S100B 170,1 Répression 20,737 8,2
A 23 P106617 WFDC1 259,8 Répression 18,366 14,1
A 23 P389897 NGFR 89,9 Répression 17,430 52
A 23 P137173 TMSL8 76,1 Répression 13,376 57
A 23 P147025 RAB33A 276,2 Répression 10,458 26,4
A 24 P166613 EPDR1 68,2 Répression 10,051 6,8
A 23 P207911 TRPV2 1113,3 Répression 9,686 114,9
A 32 P101031 LYPD1 672,0 Répression 7,123 94,3
A 24 P376391 PLXND1 214,0 Répression 7,103 30,1
A 23 P392575 KCNE4 87,3 Répression 6,152 14,2
A 23 P164451 TBX2 118,0 Répression 5,899 20,0
A 23 P51231 RUNX3 80,3 Répression 4,887 16,4
A 23 P103672 NES 1145 Répression 4,852 23,6
A 23 P66682 HOXB6 84,4 Répression 4,788 17,6
A 23 P4536 EPB41L3 71,1 Répression 4,054 17,5
A 23 P82929 NOV 650,8 Répression 3,969 164,0
A 24 P319613 NEK2 90,6 Répression 3,835 23,6
A 23 P406025 KIAAQ367 86,8 Répression 3,751 23,1
A 23 P430658 HEYL 93,8 Répression 3,737 25,1
A 24 P220485 OLFML2A 370,1 Répression 3,632 101,9
A 23 P43276 GPR124 78,6 Répression 3,370 23,3
A 23 P85460 CDKN2C 618,1 Répression 3,299 187,3
A 23 P35871 E2F8 67,5 Répression 3,298 20,5
A 23 P35219 NEK2 290,4 Répression 3,274 88,7
A 23 P420551 CIT 807,9 Répression 3,243 249,1
A 23 P329261 KCNJ2 70,4 Répression 3,201 22,0
A 23 P258769 HLA-DPB1 120,4 Répression 3,185 37,8
A 23 P33326 ADRA1B 120,7 Répression 3,158 38,2
A 24 P20630 LEF1 653,5 Répression 3,098 210,9
A 24 P416079 NUSAP1 2928 Répression 3,058 95,8
A 24 P139901 GYPC 211,8 Répression 3,054 69,3
A 32 P119154 BE138567 1214 Répression 3,046 39,8
A 23 P48669 CDKN3 928,1 Répression 2,991 310,3
A 23 P155765 HMGB2 6895,2 Répression 2,986 2309,0
A 23 P208880 UHRF1 953,5 Répression 2,982 319,8
A 23 P115872 CEP55 2658,9 Répression 2,981 891,9
A 32 P188921 BC007606 1449,1 Répression 2,976 487,0
A 23 P99292 RAD51AP1 298,0 Répression 2,915 102,2
A 23 P121064 PTX3 423,6 Répression 2,904 145,9
A 24 P166443 HLA-DPB1 127,9 Répression 2,867 44,6
A 23 P49878 FAM64A 2099,2 Répression 2,842 738,8
A 24 P161655| A 24 P161655 26,6 Induction 2,836 75,5
A 24 P62783 FABP3 127,2 Répression 2,834 44,9
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ProbeName GeneSymbol Fluo Oh Régulation | FCAbsolute | Fluo expo
A 23 P74349 NUF2 1296,7 Répression 2,833 4577
A 23 P163099 POLE2 155,6 Répression 2,808 55,4
A 32 P115515 AK026131 25,9 Induction 2,735 70,8
A 23 P356684 ANLN 539,4 Répression 2,729 197,7
A 23 P44674 CRIP1 263,0 Répression 2,714 96,9
A 23 P14193 RFC3 235,8 Répression 2,709 87,0
A 24 P741378 THC2531058 54,9 Induction 2,665 146,4
A 23 P357504 AL834280 113,8 Induction 2,643 300,9
A 24 P100535 SYT15 66,8 Répression 2,623 25,5
A 24 P98371 PSIP1 1671,9 Répression 2,622 637,7
A 23 P105442 GRASP 458,6 Répression 2,601 176,3
A 32 P101235 UHRF1 179,9 Répression 2,550 70,5
A 23 P52410 PLEKHK1 236,2 Répression 2,544 92,9
A 24 P333357 AK090463 34,2 Induction 2,542 87,0
A 23 P360754 ADAMTS4 178,9 Répression 2,541 70,4
A 23 P70547 HSPA1L 31,6 Induction 2,540 80,4
A 24 P272561 ZDHHC13 158,8 Répression 2,534 62,6
A 24 P216968 NUCKS1 183,2 Répression 2,533 72,3
A 32 P22702 PSIP1 147,1 Répression 2,519 58,4
A 23 P28953 DNMT3B 145,9 Répression 2,472 59,0
A 23 P52697 CD248 90,2 Répression 2,470 36,5
A 23 P212050 BCHE 325,4 Répression 2,469 131,8
A 23 P112798 CRIP2 129,4 Répression 2,464 52,5
A 32 P191895 BC045716 723,9 Répression 2,460 294,3
A 23 P307328 WHSC1 134,5 Répression 2,457 54,7
A 23 P211631 FBLN1 3157,8 Répression 2,455 1286,1
A 24 P277576 TRIP13 134,2 Répression 2,450 54,8
A 23 P31064 MOXD1 172,1 Répression 2,435 70,7
A 23 P100660 SERPINF1 1188,0 Répression 2,431 488,7
A 23 P111701 GNG11 930,3 Répression 2,430 382,8
A 23 P40453 CBR3 141,4 Répression 2,417 58,5
A 23 P111995 LOXL2 254,1 Répression 2,416 105,2
A 23 P256384 PSIP1 69,3 Répression 2,410 28,8
A 23 P92441 MAD2L1 1975,1 Répression 2,395 824,8
A 23 P165848 EMILIN1 194,5 Répression 2,384 81,6
A 23 P136721 | ENST00000355748 84,9 Induction 2,377 201,8
A 23 P214281 PAQRS 103,9 Répression 2,375 43,8
A 23 P21976 CSPG4 150,2 Répression 2,341 64,2
A 32 P24165 FANCD2 827,6 Répression 2,334 354,6
A 32 P129010 C1orf190 275,2 Répression 2,325 118,4
A 24 P408047 PLEKHA4 259,9 Répression 2,305 112,7
A 23 P157299 AEBP1 921,9 Répression 2,296 401,6
A 24 P418717 BMPR1A 74,0 Répression 2,284 32,4
A 23 P313938 PPIF 24,4 Induction 2,280 55,6
A 32 P181297 ST70T1 88,3 Répression 2,264 39,0
A 24 P117410 KLHDC7B 192,0 Répression 2,263 84,8
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Tableau 12 (suite et fin)
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ProbeName GeneSymbol Fluo Oh Régulation | FCAbsolute | Fluo expo
A 23 P80032 E2F1 409,0 Répression 2,262 180,8
A 24 P732565 THC2650367 38,5 Induction 2,257 86,9
A 24 P200652 C6orf62 3537,5 Répression 2,243 1577,1
A 23 P145916 AEBP1 252,1 Répression 2,240 112,6
A 24 P88763 LOXL3 142,4 Répression 2,236 63,7
A 23 P107421 TK1 66792,9 Répression 2,223 30042,4
A 23 P156609| A 23 P156609 36,6 Induction 2,222 81,3
A 24 P392109 CENPN 1216,7 Répression 2,217 548,7
A 23 P125788 TCEALY 80,1 Répression 2,203 36,4
A 24 P152793| A 24 P152793 7146,1 Induction 2,189 15639,4
A 23 P14302 C140rf139 612,2 Répression 2,186 280,1
A 23 P21457 NMD3 154,6 Répression 2,153 71,8
A 24 P101261 LOC402216 97,2 Répression 2,147 45,3
A 24 P171873 FBXO4 110,7 Répression 2,145 51,6
A 24 P920730 BU608568 25,4 Induction 2,134 54,1
A 24 P187407 LOC643744 7169,0 Répression 2,123 3377,2
A 32 P234184 HES5 2253,2 Induction 2,119 4774,6
A 24 P925565 THC2633747 30,7 Induction 2,114 64,9
A 32 P202502 EFHA2 178,7 Répression 2,107 84,8
A 23 P98898 CDK2 1014 Répression 2,106 48,1
A 23 P201988 MASTL 81,2 Répression 2,102 38,6
A 23 P417951 TSPYL5 798,7 Répression 2,098 380,7
A 23 P143713 APOBEC3G 90,8 Répression 2,098 43,3
A 23 P112341 RMI1 1298,8 Répression 2,092 620,9
A 24 P570930 BF364571 30,7 Induction 2,091 64,2
A 23 P164507 YES1 79,0 Répression 2,087 37,8
A 23 P325040 TMPO 123,3 Répression 2,082 59,2
A 23 P435833 FUBP3 241,6 Répression 2,078 116,2
A 23 P29257 H1FO 2153,1 Répression 2,078 1036,0
A 24 P160413 | ENST00000360514 75,9 Répression 2,078 36,5
A 23 P201079 PRDM2 28,6 Induction 2,078 59,3
A 24 P403417 PTGES 35,9 Induction 2,073 74,4
A 23 P64044 URP2 61,1 Répression 2,072 29,5
A 24 P150466 SMOC1 2425,1 Répression 2,066 1173,8
A 23 P66454 GSDML 281,3 Induction 2,035 572,7
A 23 P143817 MYLK 192,7 Répression 2,028 95,0
A 24 P83758 | ENST00000292728 2545 Induction 2,025 515,3
A 32 P140501| A 32 P140501 850,4 Répression 2,023 420,3
A 23 P93032 ZBED3 1463,9 Répression 2,022 724,1




Chapitre IV : Criblage des génes cibles des ondeslhimétriques

Tableau 13 : Classement en fonction de la pvalue

ProbeName GeneSymbol Fluo Oh Fluo expo | p-value
A 23 P66682 HOXB6 84,4 17,6 0,00031
A 24 P216968 NUCKS1 183,2 72,3 0,00061
A 23 P207911 TRPV2 1113,3 114,9 0,00063
A 23 P165848 EMILIN1 194,5 81,6 0,00087
A 23 P430658 HEYL 93,8 25,1 0,00088
A 23 P44674 CRIP1 263,0 96,9 0,00116
A 23 P4536 EPB41L3 71,1 17,5 0,00158
A 23 P112798 CRIP2 129,4 52,5 0,00195
A 23 P43276 GPR124 78,6 23,3 0,00200
A 23 P40453 CBR3 141,4 58,5 0,00209
A 23 P201079 PRDM2 28,6 59,3 0,00218
A 23 P329261 KCNJ2 70,4 22,0 0,00231
A 24 P62783 FABP3 127,2 44,9 0,00244
A 23 P100660 SERPINF1 1188,0 488,7 0,00250
A 23 P103672 NES 1145 23,6 0,00259
A 23 P357504 AL834280 113,8 300,9 0,00318
A 24 P376391 PLXND1 2140 30,1 0,00348
A 23 P31064 MOXD1 172,1 70,7 0,00409
A 24 P166443 HLA-DPB1 127,9 44,6 0,00452
A 23 P164507 YES1 79,0 37,8 0,00457
A 23 P51231 RUNX3 80,3 16,4 0,00478
A 23 P258769 HLA-DPB1 120,4 37,8 0,00483
A 23 P389897 NGFR 89,9 52 0,00483
A 24 P166613 EPDR1 68,2 6,8 0,00513
A 23 P64044 URP2 61,1 29,5 0,00519
A 32 P140501| A _32_P140501 850,4 420,3 0,00542
A 23 P164451 TBX2 118,0 20,0 0,00569
A 24 P152793| A 24 P152793 7146,1 15639,4 0,00613
A 32 P101031 LYPD1 672,0 94,3 0,00625
A 24 P100535 SYT15 66,8 25,5 0,00662
A 23 P392575 KCNE4 87,3 14,2 0,00671
A 24 P187407 LOC643744 7169,0 3377,2 0,00735
A 23 P121064 PTX3 423,6 145,9 0,00766
A 23 P325040 TMPO 123,3 59,2 0,00773
A 23 P33326 ADRA1B 120,7 38,2 0,00817
A 23 P70547 HSPA1L 31,6 80,4 0,00827
A 23 P211631 FBLN1 3157,8 1286,1 0,00943
A 24 P150466 SMOC1 2425,1 1173,8 0,00961
A 23 P28953 DNMT3B 145,9 59,0 0,00980
A 24 P139901 GYPC 211,8 69,3 0,00999
A 24 P403417 PTGES 35,9 74,4 0,01024
A 23 P143817 MYLK 192,7 95,0 0,01078
A 24 P160413 | ENST00000360514 75,9 36,5 0,01133
A 23 P98898 CDK2 101,4 48,1 0,01161
A 24 P88763 LOXL3 142,4 63,7 0,01186
A 23 P85460 CDKN2C 618,1 187,3 0,01225
A 23 P147025 RAB33A 276,2 26,4 0,01230
A 23 P52697 CD248 90,2 36,5 0,01290
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Tableau 13 (suite)

ProbeName GeneSymbol Fluo Oh Fluo expo | p-value
A 23 P214281 PAQRS 103,9 43,8 0,01290
A 23 P156609| A 23 P156609 36,6 81,3 0,01318
A 24 P101261 LOC402216 97,2 45,3 0,01323
A 24 P161655| A 24 P161655 26,6 75,5 0,01330
A 23 P112341 RMI1 1298,8 620,9 0,01402
A 23 P406025 KIAAQ367 86,8 23,1 0,01436
A 23 P136721 | ENST00000355748 84,9 201,8 0,01441
A 24 P98371 PSIP1 1671,9 637,7 0,01451
A 23 P417951 TSPYL5 798,7 380,7 0,01493
A 23 P208880 UHRF1 953,5 319,8 0,01522
A 32 P234184 HES5 2253,2 4774,6 0,01626
A 23 P360754 ADAMTS4 178,9 70,4 0,01630
A 24 P418717 BMPR1A 74,0 32,4 0,01658
A 24 P20630 LEF1 653,5 210,9 0,01670
A 23 P99292 RAD51AP1 298,0 102,2 0,01677
A 24 P220485 OLFML2A 370,1 101,9 0,01831
A 23 P157299 AEBP1 921,9 401,6 0,01842
A 23 P110403 PDLIM3 148,9 4,8 0,01923
A 23 P125788 TCEAL7Y 80,1 36,4 0,01997
A 23 P105442 GRASP 458,6 176,3 0,02144
A 32 P191895 BC045716 723,9 294,3 0,02178
A 24 P925565 THC2633747 30,7 64,9 0,02220
A 23 P20443 LZTS1 169,8 8,1 0,02221
A 23 P137173 TMSL8 76,1 5,7 0,02235
A 23 P106617 WFDC1 259,8 14,1 0,02276
A 32 P181297 ST70T1 88,3 39,0 0,02284
A 23 P256384 PSIP1 69,3 28,8 0,02351
A 24 P408047 PLEKHA4 259,9 112,7 0,02443
A 23 P435833 FUBP3 241,6 116,2 0,02452
A 23 P82929 NOV 650,8 164,0 0,02470
A 23 P21457 NMD3 154,6 71,8 0,02496
A 23 P52410 PLEKHK1 236,2 92,9 0,02509
A 24 P570930 BF364571 30,7 64,2 0,02549
A 24 P200652 Cé6orf62 3537,5 1577,1 0,02574
A 23 P14302 C140rf139 612,2 280,1 0,02575
A 23 P66454 GSDML 281,3 572,7 0,02605
A 23 P21976 CSPG4 150,2 64,2 0,02627
A 32 P101235 UHRF1 179,9 70,5 0,02684
A 24 P83758 | ENST00000292728 254,5 515,3 0,02687
A 23 P143526 S100B 170,1 8,2 0,02753
A 23 P14193 RFC3 235,8 87,0 0,02781
A 24 P920730 BU608568 25,4 54,1 0,02847
A 24 P319613 NEK2 90,6 23,6 0,02893
A 24 P392109 CENPN 1216,7 548,7 0,02900
A 24 P416079 NUSAP1 292,8 95,8 0,02927
A 32 P22702 PSIP1 147,1 58,4 0,02938
A 23 P145916 AEBP1 252,1 112,6 0,03089
A 23 P80032 E2F1 409,0 180,8 0,03099
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Tableau 13 (suite et fin)

ProbeName GeneSymbol Fluo Oh Fluo expo | p-value
A 24 P333357 AK090463 34,2 87,0 0,03116
A 23 P111701 GNG11 930,3 382,8 0,03126
A 23 P155765 HMGB2 6895,2 2309,0 0,03142
A 23 P92441 MAD2L1 1975,1 824,8 0,03195
A 23 P35871 E2F8 67,5 20,5 0,03253
A 32 P129010 Clorf190 275,2 118,4 0,03306
A 23 P356684 ANLN 539,4 197,7 0,03387
A 23 P313938 PPIF 24,4 55,6 0,03390
A 23 P307328 WHSC1 134,5 54,7 0,03430
A 24 P741378| THC2531058 54,9 146,4 0,03462
A 23 P212050 BCHE 325,4 131,8 0,03502
A 24 P272561 ZDHHC13 158,8 62,6 0,03654
A 32 P24165 FANCD2 827,6 354,6 0,03660
A 23 P420551 CIT 807,9 249,1 0,03777
A 23 P111995 LOXL2 254,1 105,2 0,03782
A 24 P117410 KLHDC7B 192,0 84,8 0,03808
A 23 P93032 ZBED3 1463,9 724,1 0,03857
A 24 P732565| THC2650367 38,5 86,9 0,03910
A 32 P202502 EFHA2 178,7 84,8 0,03949
A 23 P29257 H1FO 2153,1 1036,0 0,03979
A 23 P163099 POLE2 155,6 55,4 0,04004
A 23 P115872 CEP55 2658,9 891,9 0,04084
A 24 P277576 TRIP13 134,2 54,8 0,04102
A 23 P143713 APOBEC3G 90,8 43,3 0,04283
A 23 P35219 NEK2 290,4 88,7 0,04284
A 32 P115515 AK026131 25,9 70,8 0,04309
A 32 P119154 BE138567 1214 39,8 0,04429
A 23 P201988 MASTL 81,2 38,6 0,04441
A 23 P107421 TK1 66792,9 30042,4 0,04588
A 23 P48669 CDKN3 928,1 310,3 0,04658
A 32 P188921 BC007606 1449,1 487,0 0,04686
A 24 P171873 FBXO4 110,7 51,6 0,04765
A 23 P74349 NUF2 1296,7 457,7 0,04825
A 23 P49878 FAM64A 2099,2 738,8 0,04878
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Chapitre IV : Criblage des génes cibles des ondeslhimétriques

Tableau 14 : Annotation fonctionnelle des génes s€tionnés par le logiciel DAVID

GOTERM_Biological Process

Nombre de Fold
Term genelsisctl:ns la % et PValue Benjamini Genes {GenbankAccession numnber)
BCO07606, N _001798 NM_D15225
. N NM_002358, NM_018131, NM_018585,
65'0022403 cell eycle 13 12 15% 6,45 0.000001 | 0003430 | NM_145697, NM_DO5225, NM_007174
phase NM_001262, NM_002497, MM_005192
NM_0163459,
BGO07606, NV _005226, NM_007174,
- - mit ot q
GO:0000278~mitatic cell 15 1121% 6,66 0000002 | 0004057 | NM_001798, NiA_002358 NAA_018131

cycle NM_001262, NM_018685, NM_002497,

NM_D16359, NM_005192, NM_145697

BC007608, N _001018115, NM_001798,
NM_015225, NM_013282, NM_0023558,
NM_018131, NM_018685, NM_024590,
G0:0007045~cell cycle 18 16,82% 3,55 0.000008 0,013396 | MM 145697, NM_005225 MM 007174,
NM_004350, NM_001262, NM_002497,
NM_016358, NM_005192, NM_021020

BC007606, NM_007174, NM_001798,

G0:0007067~mitasis ) 8.41% 7,00 0.000040 | 0,050727 | NM_002358, NiA_018131, N_018685,
NM_002497, NM_0D16359, NM_145697,

" - BCO07608, NM _007174, NM_D01 798,
©0:0000067~M phase 9 841% 6,94 0,000042 | 0,043353 | NM_002358, NM_018131, NM_018885,

of mitotic cell cycle NM_002497, NM_016359, NM_145597
BCO07606, Nv_001798, NM_015225,

NM_002358, NM_018431, NM_018685
15 14,02% 3,54 0.000066 | 0058074 | NM_145697, NM_005225, NM_007174,
NM_004350, NM_001262, NM_002497
NM_005192, NM_016358, NM_021020,

BCO007606, NM _007174, NM_001798,
9 8.41% 6,49 0,000068 0,049686 | NM_002358, NM_018131, NM_018585,
NM_002497, NM_016359, NM_145897,

BCOO7606, NM_007174, NM_001798,
GO:0000278~M phase 9 841% 5,54 0,000203 | 0124569 | NM_002358, NM_018131, NM_018685.
NM_002497, NM_016358, NM_145697

BCO007606, N _005225, NM_015226,

G0:0022402~cell cycle
praocess

SO:0051301~cell
division

G0:0051325~interphase 6 5,61% 10,81 0.000221 | 0120856 | fe oo Nl 0o12n2 MR O0Ed o2
BCO07606, NM _005225 NM_D15225,
G0:0051325~interphase 6 5,61% 10,81 0,000221 | 0,120056 | NM_001798, NM_001262, NM_005192
BCOO07606, NM_019028, NM_001 798,
) Y NM_015225, NIM_016269, NM_000579
G0:0048518~posit ! » MM , M

. positive - NM_001312, NIM_005994, NM_002515,
regulation of biological 17 15,89% 2,71 0.000374 0,173557 NM 004329 NM 005225 NM 008272
process NM_D04350, MM_002507, NM_002852,

NM_0D1262, NM_016354,
BCO07605, NV _019028, NM_001 798,
. - NM_015225, Nii_016259, NM_000579,
G0:0048522~positive — v T T Y —

. P . NM_001312, NM_005984, NM_004329,
regulation of cellular 16 14,95% 2,81 0,000383 0,167334 NM 005225, NM 006272, NM 004350
pracess NM_002507, NM_002852, NM_001262,

NM_016359,
NM_001798, NM_013282, NM_000579
. . NM_001312, NM_005994, NM_002615.
€O:0008283 ¢zl 14 13, 08% 311 0,000460 | 0183397 | NM_004379 NM_D01311, NM_006277
praliferation - - —

NM_004102, NM_005225, NM_004350.
NW_001262, NM_005182,

BC007606, N _002358, NM_018686,

G0O:0007088~regulation

of mitosls 5 4.67% 12,61 0,000634 0226063 NM_002487, Ni_016358,
G0:0061328~interphase BCO07606, N _005225, NM_001798,
of mitatic cell cyele 5 4.67% 9,60 0,001760 0452657 NM_001262, NM_0D05192,
G0:0000074~regulation BCO07606, NV _004350, NM_001798,

. o WM _002358, NI4_001262, NM_018585,
of pragression through 10 9,35% 3,36 0,0026¢77 0,602015 NM_002497. NM_016353, NM_005192

cell cyele NM_021020,

BCO07606, NV _004350, M1_D01798,
NM_002358, NM_001262, NM_018585,
NM_002497, NM_016359, NM_005192
NM_021020,

NM_001018115, NM_0017838, NM_013282,

- - MNM_005318, NM_005527, NM_003258,
SO:DO0EZSS-DNA 13 12,15% 2,67 0,002938 0597155 | NM_002129, NM_175850, NM_002915
NM_007331, NM_033512, NM_002692.
NM_006478,

50:00517 26~regulation

of cell cycle 10 8,35% 334 0,002731 0,595298

metabolic pracess

160
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Tableau 14 (suite)

GOTERM_Biological Process

Nombre de Fold
Term genes dans la % e Pvalue Benjamini Genes (GenbankAccession number)
liste Enrichment

NM_016280, NM_000679, NM_001312,
NM—005089, NM 005694, NM 002615,
NM_014476 NM_D02514, NM_004329,

(530:0045856~anatormica MM_001897, NM_006617, NM_015103,

| structure development 2 21.50% 189 0003134 | 0589945 | 1\ ~405205 NM 006272 NM 007174,
NM_002507, BCOB7340, NM_001262,
MM_D02101, NM_007331, NM_021187,
MM_001129, NM_014577,
MM_016259, NM_000E79, M _001312,
MM_005060, NM_00564, MM 002615,

' NM—014475 NM 004229, NM 006617,

Segjmﬁe?tﬁyStem 20 18,69% 2,01 0,003483 | 0,618975 | NM_001897, NM_015103, NM_005225,
P NM_D08272, NM_007174, NM_002507,
BCO87840, NM_001262, NM_002101,
NM_001129, NM_014571,

i . NM_001018115, NM_013282, NM_002129,
GO:0006281--DNA 7 5,54% 463 0003841 | 0336165 | NM_002915 NM_OOE5Z7, NM_002692,
repair NM_006479,

: NM_002358, NM_002497, NM _016359,
50:0007059-chromosa 4 3,74% 11,24 0005283 | 0734269 - 02497, 1M
me segregation NM_145897,
G0:0051276~chromoso NM_002358, NM_002129, NM_007331,
me organization and 8 7,48% 3,58 0,006552 | 0,791951 | NM_00531B NM_002497, NM_005527,
blogenesis MM_018350, NM_033512,
(5(:0051276~chromoso NM_002358, NM_D02129, NM_007331,
me organization and 8 7,48% 3,58 0,006552 | 0,791951 | NM_005318 NM_002487, NM_005527,
biogenesis NM_018359, NM_033512,

NM_152278, NM_015225, NM_033222,
MM_021144, NM_D12231, NM_002514,
NM_ 004329, NM_005225, NM 004102,
NM_004350, NM_002129, NM_002507,
NM_002852, NM_002497, NM 021157,
NM_016350, NM_005192, NM_014571,
G0:0050789~regulation o NM—021020, NM 021822, NM 003278,
of biclogical process 32 36.45% 145 0,006631 0.781257 BCO07606, NM_018028, NM_001798,
MM_016289, NM_013282, NM _002358,
NM_000679, BET38567, NM_001312,
MM_018585, NM_005€94, NM _002615,
MM_D24580, NM_D06272, NM _175850,
BCO87840, NM_007331, NM_001262,
NM_018352,
G0:0006974-response MM_001018115, NM_013282, NM_002129,
to DNA damage 7 B8,54% 3,81 0,009636 0,869318 | NM_002815 NM_005527, NM_002692,
stimulus N _005478,
NM_018289, NM_0OCE79, NM_001312,

P NM_005089, NM_005€94, NM_002615,
?o.clmeaﬂz crgan 15 14.02% 2,07 0,011439 | 0,002197 | NM_014476 NM_004329, NM_001897,

evelopmen MM 015108, NM_005225, NM_002507,
BCOA7640, NM_002101, NM_001129,
NM_152278, NM_015226, NM_033222,
NM_021144, NM_012231, NM_002514,
NM_004329, NM_005225, NM_004102,
NM_004350, NM_002129, NM _002507,
NM_002852, NM_002497, NM 021187,

' : NM_016359, NM_005192, NM_014571,

OGfO'DIP"’;mg“”reg“'at'm A 33,84% 1,44 0,011666 | 0,898070 | NM_021020, NM_003276, BCOOT6086,

celiufar process MM _019028, NM_001798, NM_013282,

NM_002358, NM 016269, NM 000679,
BE138567, NM|_001312, NM_018685,
NM_005984, NM_0D24680, M _006272,
BCOB7840, NM_007331, NM_001262,
NM_018952,

G0:0000070~mitatic NM_002358, NM_002497, NM _016359,

sister chromatid 3 2,80% 17,00 0,012968 | 0,913644

segregation

G0:0000813-sister 3 2,80% 16,56 0013783 | 0910001 | NW-002358 NM_002497, NM_016359,

chromatid segregation

SO:DEDOQW-cytokmem 3 2,80% 16,05 0014610 | 0010000 | BCCO7605 NM_018585, NM_016359,

G0:0007417~central NM_005225, NM_006272, NM _016269,

nervaus system 6 5,61% 4,07 0,0153231 | 0,914541 | NM_002507, NM_001262, NM_006617,

development
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Tableau 14 (suite)

GOTERM_Biological Process

Nombre de Fold
Term génes dans la % A PValue Benjamini Genes (GenbankAccession number)
liste Enrichment

NA_015225, NM_D02318, NM_002514,
MW 004328, NM_D0B517, NM_015103,
MW 005225, NM_D04350, NM_002607,
NWV_001128, NM_D21197, NM_014571,

G0:0032502~developm o BCO07606, N _016269, Nii_0D0679),

ental process 25 26,17% 152 0,017767 0937345 NM_005098, NM_D01312, NM_005984,
MW _002615, NM_D14478, NM_001897,
WM _006272, NM_DO7 174, BOOB7840,
NM_007331, NM_D02101, NM_001262,
NM 018952,

) NV_016268, NM_DD0B79, NM_002618,
G0O:0009653~anatomica NM_002514, NM_004325, NM_001897,
| structure 13 12,15% 2,03 0,023599 0,959261 NM_015103, NM_006272, NM _002507,
morphogenesis NM_001262, NM_002101, NM _007331,

NV _021197,

, N MV_001018115, NM_D13282, MM _002128,
60'0309719 rei!"’“fe 7 6,54% 3,07 0,025469 | 0974355 | NM_002015, NM_D05527, NV _002692,
to en ogenaus stimuius NM_DOM?Q,

. . MV_015103, NM_D16288, NM_002507,
GO'OSD%B? organ 7 6,54% 298 0,028852 | 0,982530 | NM_00067S, NM_DO2101, NM_00261S,
morphogenesis NM_DC”BQ?,

NV_005225, NM_D06272, NM_007174,
GO0007389~nervous N\ 016269, NM_D02507, BOOB7840,
system development n 9,35% 2,26 0,030155 0,083838 NM_001262, NM_002615, NM_014871,
N\ 006617,
30:0022003~neurogen NV _006272, NM_DO7 174, NM_002507,
esis 6 561% 340 0.030716 | 0983381 | proaretn NM_001262, NIM_002615,
50:0022008~neurogen NM_006272, NM_DO7 174, NM_002507,
esis J 6 5,81% 3,40 0,030716 | 0,583391 | Bros7ed0, NM_001262, NIM_OO2615,
G0:0022003~neurogen NV_006272, NM_D07174, NM_002507,
o 6 5,61% 3,40 0.030716 | 0983391 | peamrpa0 W 001262, M, GO2615,
NW_006272, NM_DO7174, NM_002507,
;33?5.0022008~neurogen 5 5,61% 3,40 0,020716 0,983391 BCO087840, NN _001262, NIiM_002615,
‘ . NV_006272, NM_D04350, NM_015225,
3333&32357 induction 5 4.67% 414 0031618 | 0,933712 | NV 002507, NM DD1262.
30:0012502~nduction NW_006272, NM_DD4350, NM_015225,
of programmed cell 5 4.67% 413 0,032088 0,683001 | NM_002507, NM_0D1262,
death
NM_152278, NM_D15225, NM_033222,
MVI_021144, NM_D12231, NM_002514,
NV 004328, NM_D05225, NM_004102,
NV 004350, NM_D02128, NM_002507,
M\ 002852, NM_D02497, NM_021197,
NV 016358, NM_D05192, NM 014671,
30:0065007~biclogical o NW_021020, NM_D21822, NM 003276,
regulation 3 36,45% 1.31 0032851 | 0931474 | pra67606, N 019028, MM 001798,
NW_016268, NM_D13282, NM_0023586,
N\_00067S, BE138567, NM_001312,
MM _018685, NM_D05994, NVl_002615,
NM_024680, NM_D06272, NM _175850,
BCOB7840, NM_007331, Nii_001262,
NV_018952,
NW_016268, NM_DDO679, NM_001312,
) NVI_005098, NM_D05994, NM_002615,
350:0007275~multicellul NVI_014476, NM_D04329, NM_006617,
ar arganismal 21 19,63% 1,58 0,033253 | 0880716 | NM_001897, NM_D15103, NM_005225,
davelop ment NV _006272, NM_D07174, NM_002507,
BCOB7840, N _001262, Nii_002101,
MA_001128, NM_D18952, N _014571,
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Tableau 14 (suite)

GOTERM_Biological Process

Term

Nombre de
génes dans la
liste

Fald
Enrichment

PYaue

Benjamini

Genes (GenbankAccession number)

GO:0045283~biopolyme
r metabclic process

39

36,45%

1,28

0,046425

0,995615

NM_152278 NM_001018115, NM_012178,
NM_032844, NM_012231, NM_033222,
NM_021144, NM_002318, NM_004329,
NM _005225 NM_004237, NM_0043580,
NM_003258 NM_002129, NM_002915,
NM_002497, NM_005192, NM_014571,
NM _021020, NM_021822, MM _033512,
NM_001013815, NM_006479, NM _001788,
NM_005433, NM_013282, NM_016269,
NM_000879, NM_005318, NM_005994,
NM _005527, NM_024E80, MM _007174,
NM _175850, BC087340, NM_0Q7331,
NM_002101, NM_018852, NM_002692,
NM _053025,

GO:0032502~developm
ental process

28

26,17%

1,52

0,017767

0,937349

MM _015225, NM_002318, NM_002514,
NM_004329, NM_006817, NM_015103,
MM 005225, NM_004350, NM_002507,
NM 001129, NM_021187, NM_014571,
BCO07606, N _016269, NM_000679,
NM_005099, N_001312, NM_005994,
NM_002515, NM_014476, NM_001897,
NM 006272, NM_007174, BCOB7840,
NM_007331, NM_002101, NM_001262,
NM_018952,

G0:0009653~anatomica
| structure
morphogenesis

12,18%

2,03

0,023599

0,069361

NM_016269, NM_000679, NM_002615,
NM_002514, NM_004329, NM_001897,
NM_015103 NM_006272, NM_002507,
NM_001262 NM_0021C1, NM_007331,
NM_021187,

GO:00097 19~response
to endogenous stimulus

5,54%

3,07

0,025469

0,974355

NM_001018115, NIM_013282, NvI_002129,
NM_002915 NM_005527, NM _002692,
NM_006479,

50:0009887~organ
morphogenesis

5,54%

2,98

0,028852

0,982539

NM _015103, NM_016269, MM _002507,
NM_000879, NM_002101, NM_002615,
NM_001887,
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GOTERM_Cellular
Caomponent

Nombre de Fald

Term géhes dans la % . PValue Benjamini Genes (GenbankAccession number)
lista Enrichment

MM _001018115, BCO07606, NM_018455,
MM _002368, NM_002129, NM_002915,
MM _005318. NM_002497, NM_145697,
MM _003276.

GO0.0005894~chromosoms 10 8,35% 4,43 0,000362 0269623

BCOO7506, MM_018455, Nid_002358,
8 7,48% 4,23 0,002604 | 0689830 | MM_002129 NM_002915, NM_005318,
NM_145897. NM_003278,

G0:0044427 ~chromosomal
part

MM _162278. NM_018465, NM_001018116.
MM _181711, NM_012231, NM_0332222,
MM _021144, NM_005225, NM_004237,
MM _004350. NM_002129, NM_002507,
NM_002915, NM_002497, NM_01633589,
NM_014571, NM_021020, NM_021822,
NM_033512, NM_003276, NM_D06479,
MM _000055. BCO0O7606, NIM_D01738,
MM _016269 NM_013282, NM_002358,
MM _024945 KNM_005318, NM_018685,
MM _005984. NM_024680, WM _145697,
NM_006272 NM_175850, BCORT840,
MM _004878, NM_007331, NM_001262,
MM _018952, NM_002692,

GO.0005634~nucleus 40 37,38% 148 0,004260 0.709130

G0O:0000775~chromosoms,
pericentric region

BCOO7606, NM_018455, NM_002358,

4 3,74% 9,44 0,008513 0843573 | ym 145697,

NM_000055, NM_007046, Nh_005099,
‘ - NM_002318, NM_002615, NV_0132603,
G0.0005576~extracellular 15 14,02% 1,02 0,021362 | 0076449 | NM 002514 NM_001897, NM 008272,
region MM _020404, NM_002652, NM_001034852,
NM 021197, NM_006485, NM_01 7549,

GO 00058567 ~transcription
factor complex

5 4,67% 442 0025882 | 0977434 | N oomoas N1 oasag 018288,

GO:0005578~proteinaceous MM _020404. NM_007046, NM_005099,
estracellular matrix B 561% im 0047893 | Q995132 | \)\1~001034852, NM_006488, Nid_001897,

GOTERM_Molecular Function

Nombre de Fold

8 o L .
Term genelsisl;::ns la Yo Enrichment PV alue Benjamini Genes (GenbankAccession number)

NM_013282 NM_016269, NM_032367,
NM_033222, NM_021144, NM_012231,
MM _005318 NM_005894, NM_024680,
MM _005225 NM_004350, NM_175850,
NM_002129 NM_002815 BCOR7840,

MM _007331. NM_001129, NM_016359,
NM_0189562 NM_014571, NM_021020,
MM _002692, NM_003276, NM_008479,

G0:0003677~DNA binding a3 21,50% 1,69 0,011870 1,000000

NM_001798, NM_005433, NM_032844,
GO:0016772~transferase NM_012231, BE138567, NM_004329,
activity, transferring 14 13,08% 2,12 0,013031 | 0999997 | NM_007174, NM_003258, NM_002915,
phosphorus-containing groups NM_001262, NM_002497, NM_005192,
NM_002692, NM_053025,

MM _005226. NM_004360, MM_016269,
MM _013282 NM_002128, NM_012231,
MM _005994, NM_001129, NM_013952,
MM _024680, NM_014E71, NM_021020,

G0:0003700~ranscription

- 12 11,21% 2,09 0,025697 1,000000
factor activity
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Discussion/Perspectives

L’exposition a des champs électromagnétiques cidifi, partie intégrante de notre vie
moderne, ne cesse de croitre avec l'utilisation rdmsvelles technologies. Depuis quelques
années, des questions commencent a étre souleuées & l'innocuité de ces ondes et
l'inquiétude sociétale ne cesse de grandir. L’aadation d’expositions a des ondes de faible
puissance peut-elle étre néfaste a long terme ptéhension se cristallise essentiellement,
tout du moins pour le moment, sur la dangerositémniielle des lignes a haute tension et des
communications sans fil. Au cours de cette disaumssious n’évoquerons pas les problemes
posés par les basses fréquences. Concernant lengoies communications sans fil, les
recherches sur les éventuels effets de la téléphmnobile tiennent le haut du pavé, bien que
d’autres technologies ne soient pas en reste (ViHiietooth). Pour ces dernieres, les études
scientifiques demeurent néanmoins, en comparaiselativement confidentielles. Le
probleme des ondes et de la société est relatiieqparadoxal. La population désire
bénéficier d’avancées technologiques majeures s papidement possible, sans avoir
toutefois a en supporter les contraintes matésiellqui consistent notamment en
limplantation d’antennes relais par exemple. Iest’ plus rare, depuis quelques années,
d’assister, a des manifestations de riverains ntéotsde I'installation future d’une ligne a
haute tension ou d’'une implantation d’antenne sedai téléphonie mobile. En 2008-2009, des
décisions de justice ont par exemple contraintaggstopérateurs a démonter leurs antennes

relais au nom du principe de précaution.

Les autorités politiques ont trés rapidement comgue ces technologies suscitaient un
malaise grandissant. En France, dés 2002, un ragfaatorial de santé publiqgue concernant
« I'incidence éventuelle de la téléphonie mobilelawsanté » a été rédigé [175]. Basé sur les
dernieres études portant sur I'effet possible aetes, ce rapport soulignait que les signaux de
téléphonie mobile n’'induisaient pas le cancer oufaw@risaient pas la prolifération des
tumeurs. Les travaux a cette époque étaient cependgoritairement meneés sur I'exposition
de la téte a un téléphone mobile et prenaient geds en compte les antennes relais. En
parallele, cette étude laissait apparaitre queptgsulations n’étaient pas forcément bien
informées sur les risques potentiels de ces tyjmeslds. Des efforts ont donc été menés non
seulement pour tenter d’apaiser les craintes dpofaulation mais aussi pour mieux les
informer. Dans ce but, 'agence Nationale des Feadgas (ANFR) a proposé un site internet,
sur lequel il est possible de connaitre les differeypes d’antennes implantées dans sa

commune, ainsi que leurs puissances d’émissiopectges [176]. Dans le méme esprit, la
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Fondation Santé et Radiofréquences a été crééeldnsdus I'impulsion du ministéere chargé
de la recherche et a pour mission de définir, prorow et financer :
1) des programmes de recherche épidémiologique, enpBtale et sociologique
sur les effets de I'exposition des personnes age®nadio
2) des programmes de diffusion des connaissance® swjet aupres du public et
des professionnels [177].

C’est donc dans ce contexte actuel, et préalableansyute commercialisation massive,
gue nous avons décidé d'étudier les effets poterdies ondes MM employées dans les futurs

systémes de communications sans fil.

Les applications utilisant les ondes MM ne constitu pas, pour le moment,
d’'inquiétude particuliere. L’emploi grand public de type de technologie restant en effet
relativement restreint. Les systemes de disperd@ta foule (94 GHz), dont le but consiste
clairement a provoquer un effet thermique pour vsger des manifestants [39] ne sont pas
encore connus du grand public ou pas du tout égilen France par exemple.

De méme, l'usage des ondes MM dans le domaine miédgt uniquement répandu
dans de nombreux pays d’Europe de I'Est. Il résuét@nmoins de cette derniere application
gu’'un effet biologique de ces ondes est possibas es travaux menés dans ce domaine ne
permettent pas d'exclure la possibilité selon ldguees effets biologiques seraient
indépendants d’'un effet lié a une augmentationetiepérature. Les mécanismes d’actions
précis restent encore a déterminer. Aussi, 'ugagehain de ces mémes ondes a des fins de

télécommunications suscite des interrogations gader innocuité.

Les appareils utilisant les ondes MM autour de 6x @ont, selon toute vraisemblance,
progressivement s’'imposer dans les foyers des ommstbeurs ou encore dans leur
environnement de travail (tout du moins dans legdux). lls induiront inévitablement des
expositions fréquentes voire permanentes a un @outygpe d’ondes, qui sont naturellement
absentes du spectre électromagnétique environnaméfimportance du contexte sociétal,
en matiére d’inquiétude sur les ondes nous poassapm du principe de précaution a tenter
de déterminer, avant une commercialisation massvejes ondes d'un type nouveau,
employées dans des systémes de télécommunicatossfis peuvent ou non présenter un

risque pour la santé.

En nous basant sur les données bibliographiquesus est apparu que de nombreuses

études démontraient I'existence d’effets biologgjpetentiels de ces ondes MM, notamment
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sur les organites riches en membranes ou encoreséchanges ioniques [61, 71, 72]. De
méme, les résultats obtenus par certaines étudesesina penser que la synthése et la
sécrétion de protéines pourraient étre altérées étorisées [62]. A I'étude de ces faits, le
RE parait constituer une cible potentielle idé@let organite est par ailleurs connu pour étre
particulierement sensible a son environnement,gogisertaines variations brutales peuvent
provoguer une perturbation de son homéostasiesalatisalors le RE dans une situation de
stress réticulaire. Pour retrouver le plus rapidenpossible une situation « normale », les
cellules vont alors déclencher une réponse gradueglusieurs étapes, appelée réponse UPR,
se traduisant notamment par la réduction de syathéss protéines sécrétées et
transmembranaires, une maturation des facteursadsctiption spécifiques de cette voie et

une synthese spécifique de chaperons du réticulum.

Ayant en téte ce mécanisme, nous avons voulu vies ®ndes MM a une fréquence de
60,4 GHz (proche de celles prochainement utiligketélécommunications) et a une DSP de
0,14 mW/cm?, pouvaient induire un stress réticalaifour réaliser cette analyse, nous avons
effectué I'approche la plus communément répandue talittérature, qui consiste a étudier
les niveaux d’expression des ARNm des chaperori®i]uel que BiP par exemple [178], que
nous avons ensuite complémentée par le controle shaturation du messager du facteur de
transcription XBP-1, ce dernier subissant, en @astress réticulaire, un épissage alternatif.
Enfin, nous avons employé un test alternatif baséassécrétion d’'une enzyme sensible au
stress réticulaire, la SEAP [144]. Au cours de rewvdil, des analyses ont été réalisées a
différents niveaux afin de déterminer le test hjidoie le plus adapté (le plus fiable mais
aussi le plus sensible) a I'étude du stress rdi@il De plus, grace a cette approche en
plusieurs étapes, nous voulions assurer que noysassons pas a c6té d'un évenement
biologique lié a la réponse du RE. Ces expérienoesiémontré que I'exposition de cellules
U-251 MG a des ondes MM de tres faible puissanoatraucun effet sur ce modeéle d’étude,
quelle que soit la durée d’exposition (24, 48 oh)7@u encore le test biologique employé.
Elles nous ont cependant permis de conserver Bétied niveaux d’expression des messagers
des chaperons du RE comme test biologique le ppmoprié pour la suite de nos

expériences.

A la suite de ce travail, nous nous sommes intésessl’existence possible d’effets
pouvant dépendre spécifiqguement de la fréquences NMwons sélectionné des groupes de
fréquences correspondant aux raies spectrales terutes ou de groupement moléculaires

qui n’existent certes pas directement au sein algdnisme mais qui contiennent toutefois
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des atomes qui constituent les éléments clefs wanti Les études se sont une nouvelle fois
portées sur le stress réticulaire. Aprés 24h d’sitjom, toujours a la DSP de 0,14 mW/cmz2,

nous n’avons pas mis en évidence d’effet sur léhege des chaperons du RE.

La limite principale de notre ancien systeme d'esifjon reposait dans sa DSP. Si
celle-ci correspondait a ce que pouvait recevoirusager dans des conditions normales
d’utilisation, & quelgues metres de l'antenne, @lée nous permettait pas, en revanche,
d’atteindre, tout du moins en champ lointain, lesils d’exposition grand public et/ou
travailleurs. L'acquisition d’un nouveau génératexmus a permis d’atteindre et méme de
dépasser Iégérement ce seuil d’exposition grantigp(tbujours en champ lointain). Avec ce
nouveau dispositif, nous avons tenté de déternsnkys ondes MM a des DSP proches des
seuils d’exposition grand public pouvaient induie stress réticulaire. La mesure des
niveaux d’expression des ARNm des chaperons duBRE.et ORP150, n'a pas permis de
montrer I'existence d’'un stress réticulaire apréds &'exposition a deux DSP (0,75 mW/cm?
et 1,15 mW/cm?) ou apres des expositions a une $88P mais a des temps plus courts (1h
et 6h) dans deux lignées cellulaires difféerentesigs de la peau. Afin de vérifier que
I'absence de résultats au sein de nos deux lignéesoit pas liee a un probleme technique,
expérimental ou a un défaut de réponse de notrelmdmologique, nous avons mené en
paralléle tous les contrdles nécessaires. Ainsitravaux montrent que le RE ne semble donc
pas constituer une cible potentielle des ondes MMes fréquences et des DSP proches de

celles utilisées en télécommunications.

Nous nous sommes par la suite penchés sur I'exstdieffets synergiques potentiels.
L'idée repose sur I'hypothése suivante : puisqeeoledes MM sont incapables d’induire le
stress réticulaire, elles pourraient cependantrales effets indirects, pouvant se traduire par
des altérations/accélérations de processus phyggjoies, liés a cette réponse UPR, engendrée
par d’autres sources de stress (chimiques), aita silun traitement médical ou a une

exposition a des polluants par exemple.

L’étude de la littérature suggére que les ondes Bbivit capables d’avoir des effets
synergiques, ces derniers étant notamment retrolorésde [l'utilisation combinée d’un
médicament anticancéreux avec la thérapie par ovdiésPar exemple, Makar et collegues
ont entrepris des expérimentations sur des sawaite¢s avec un médicament anticancéreux,
le CPA, responsable de nombreux effets adversanebntré que les ondes MM pouvaient

restaurer les propriétés de certaines celluless dief systeme immunitaire, tels que les
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lymphocytes T, les cellules NK ou les macrophagimt les fonctions étaient souvent
altérées en raison du traitement a ce médicamén6p 179].

A notre connaissance, peu d'études portant sueffess conjoints des ondes, a des
fréequences utilisées en télécommunications, etiffiérehts types de stress cellulaires sont
menées. Il est pourtant important de chercher apoemdre si, dans notre environnement
quotidien, ou nous sommes déja soumis en permanande nombreuses sources de
pollutions, les ondes électromagnétiques MM somabbes d’accélérer un mécanisme de
stress. Ce type d’étude pourrait s’'inscrire dansaldre d’'une recherche d’effets possibles des

ondes a long terme.

Au cours d’'une étude que nous avons débutée awlsaiotre laboratoire, nous avons
observé les effets combinés d’une exposition awesra 60,4 GHz associée a un traitement a
la TG, agent inducteur du stress RE. Ces travassdat apparaitre une variation des activités
transcriptionnelles entre les cellules exposééssatellules sham. Toutefois, ces résultats sont
pour le moment préliminaires et nécessitent d'@wafirmés. S’ils soulévent une piste
intéressante de recherche, nous devons avant éiiier que le phénoméne observé est
dépendant de la puissance a laquelle nous travailtn encore du modéle biologique
employé. Pour linstant, il ne serait pas rigouredx notre part de comparer les deux
expériences que nous avons menées, sachant grésahkats ont été obtenus a partir de deux
systemes d’exposition différents, sur deux lignéeltulaires différentes. Il est important de
garder a I'esprit que parmi les quelques expéredeesynergie réalisées dans le domaine de
la téléphonie mobile, certaines d’entre-elles dabord conclu que I'exposition aux ondes
pouvait altérer 'ADN, avant de se rétracter pasuée en raison de conditions expérimentales
mal contrdlées [17]. Des expériences supplémestagstent donc a mener, notamment en
réalisant des comparaisons exactes entre deux waie lignées cellulaires différentes

(cultivées, transfectées, exposées et traitéesléamsémes conditions).

L’étape suivante de nos travaux s’est une nouvidie basée sur des données
bibliographiques. Des expositions aux ondes MM & féquences thérapeutiques ont
provoqué une modification de la sécrétion de pne®iimpliquées dans la réponse
inflammatoire dans des cellules de la peau [62]ni@ene, les travaux menés par Millenbaugh
en 2006 ont démontré que les ondes MM pouvaientuteodes niveaux d’expression des
messagers de protéines impliqguées dans la répaflamimatoire [152]. Ces observations
viendraient donc étayer I'hypothese selon laquigte mécanismes d’action des ondes (au

niveau thérapeutique) pourraient provenir de leyracité a stimuler spécifiquement certaines
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cellules, qui en réponse synthétiseraient des ml@ea fort pouvoir biologique, notamment
des protéines sécrétées impliquées dans la sigtiatigle la réponse inflammatoire [61].

Un léger effet biologique a été observeé lorsqueddisiles étaient exposées a la DSP de
1,15 mW/cmz2. Celui-ci consiste en une répressic rdeeaux d’expression des messagers
des chimiokines et ce phénoméne est retrouvé audssideux lignées cellulaires employées,
méme s'il existe une variation quant a I'apparitia cette répression, qui peut néanmoins
s’expliquer par la spécificité intrinseque propreclzgaque lignée cellulaire. Toutefois, en
parallele a ces répressions, nous devons déplavastence possible d’effets thermiques
caractérisés par une légere hausse d’expressiomekesagers des genes de réponse au choc
thermique. Ce phénomene est assez troublant, pulecgque I'on s’attarde sur la littérature,
on se rend compte qu’habituellement c’est plutétplke®noméne inverse (I'élévation de
température est responsable d’une induction imptatale la synthése de messagers des
chimiokines) qui est observé. De méme, Millenbaegtcollégues ont démontré le méme
phénomeéne apres analyse de la peau prélevée &hmurdl heures apres exposition a des
ondes MM a des DSP provoquant des effets thermifLE®]. Quelle est alors la nature
exacte du phénoméne observé au niveau de nos digoékulaires ? S’agit-il d’'une
augmentation locale de température ne concernamtqgelques cellules, sachant que les
ARN des cellules utilisés en PCR en temps réel issas de trois puits regroupés ensemble ?
Y a-t-il a proprement parler un effet des ondes MRes travaux ont démontré que les ondes
MM (a des fréquences correspondantes a cellesadsli en thérapie) étaient capables de
réduire significativement la taille des cedéemessdées modeles d’inflammation aigué chez
la souris [180] et ce, a des DSP relativement Isaspaisque comprises entre 0,1 et
0,7 mW/cmz2. Des expériences complémentaires redtert a mener afin de comprendre les
mécanismes exacts mis en jeu. L’acquisition dexlaéra IR nous permettra par ailleurs, dans
un futur proche, de pouvoir caractériser plus g&uient nos conditions d’exposition et
notamment de confirmer ou non I'existence d'unesaién locale de température, afin de
déterminer si les effets biologiques observés yt sormrélés. Si tel est le cas, il sera alors
possible de considérer que les techniques de dosneé de modélisation numériques sont
suffisantes pour établir une norme (comme c’esake actuellement), cette derniére pouvant
alors étre extrapolée a tous les types d’ondess Dmrcas contraire, nous serions alors en
présence d'un effet lié au rayonnement électromagre® seul. Ce phénomene, jamais

rencontré jusqu’alors nécessiterait de réalisegasee d'études en fonction de la fréquence,
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d’autant que certaines études suggérent que I'éifdbgique des ondes, notamment en
thérapie, pourrait étre dépendant de la fréquetiligte.

Les prochaines expériences que nous envisageomseder consistent a placer les
cellules en champ proche. A ce niveau, nous posrexposer les cellules a de trés fortes
DSP sans pour autant avoir a changer de généraesitravaux de modélisation ont permis
d’estimer que nous pourrions soumettre les cellalgdusieurs dizaines, voire des centaines
de mW/cmz, franchissant ainsi allegrement les nerdiexposition. Nous serons sans aucun
doute confrontés au risque d’observer un effetntige. Les ondes MM sont capables de se
concentrer sur une tres faible épaisseur. Aus€DA8 est souvent beaucoup plus important
dans ce domaine que dans celui de la téléphoniélanudr exemple. Ceci entraine donc un
risque accru d’élévation de température. Pour evdet écueil, des expériences de
modélisation de I'élévation de la température, iaqee des mesures expérimentales sont

encore a réaliser.

L’ensemble des travaux menés précédemment au deucs travail nous a permis de
répondre aux hypotheses émises a la suite d’urde éttentive de la bibliographie. Les
recherches ont permis de conclure a I'absenceat’sifr le RE (pas de variation des niveaux
d’expression des chaperons majeurs du RE), ont miééain possible effet synergique
ondes/stress réticulaire, lequel reste a caraetégigperimentalement, ou ont peut-étre permis
de dégager un effet biologique (répression desanixved’expression des messagers de

chimiokines) qui peut cependant étre lié a une angation locale de température.

hY

Nous avons cessé de nous restreindre a un orgaamiteulier ou a un mécanisme
sécrétoire spécifique, et attaqué I'étude de lteffss ondes sur I'ensemble du génome par une
approche transcriptomique a haut débit, avec knigoe de puces a ADN. Par le passé, cette
approche a essentiellement été réalisée dans laiderdes RF, portant plus particulierement
sur la téléphonie mobile. Une quinzaine d’étudetéamenée et, reccemment, McNamee et
Chauhan ont effectué une revue de ces dernierasiettant en avant les points forts et les
faiblesses de chacune d’entre-elles [15]. Nous sesntionc (pour le moment) les premiers a

utiliser une telle approche pour les ondes MM afuéguence de 60,4 GHz.

Selon les premieres données expérimentales, egaatilles tests statistiques les plus
stringents, il n'y a pas de gene exprimé de mardéférentielle a la suite d’'une exposition
aux ondes. Ce résultat, bien qu’étonnant de priboeda a aussi été rencontré dans d'autres

travaux menés dans le domaine des RF et confirmeqgelle que soit la fréquence et la
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puissance utilisées en télécommunications, I'eftetles cellules exposées reste relativement
discret et ne modifie pas I'expression génétiques andes MM n’entraineraient donc pas de
perturbation majeure de I'équilibre des réseawgeéees. L'utilisation de tests statistiques
moins robustes permet de ressortir un certain nemé&mgénes, bien que le risque qu’ils soient
caractérises comme différentiellement exprimés & {faux positifs) demeure non
négligeable. Ainsi, lorsque certaines eéquipes Igsaent a trouver des geéenes
différentiellement exprimés, les expériences de RGRemps réel ne confirmaient pas les

résultats obtenus.

Plusieurs enseignements peuvent étre retirés tie ay@broche transcriptomique menée
sur I'ensemble du génome. Le premier est que I'sitip;m aux ondes a différents temps ne
provoque pas de modification majeure des niveawexpiession des genes. Les genes
déeterminés comme différentiellement exprimés remtoans la proportion estimée de faux
positifs. Pour valider ces génes comme étant @iffiellement exprimés, nous réaliserons
une approche quantitative par PCR en temps réek Da second temps, il apparait que si les
ondes MM ont un effet sur la transcription, celuest plutét marqué apres 6h d’exposition.
Cet effet est-il transitoire ? L'absence d’effetep24h peut-il se traduire par un retour « a la
normale » dans les cellules ou est-elle le refleddclenchement d’'une seconde cascade de
signalisation ? S'’il s’agit d'un effet réellementanisitoire (activation, puis retour a la
normale), on peut penser qu’il N’y a pas vraimeet lde s’inquiéter, étant donné que ce
phénomene est caractérisé par une réaction de faibplitude. Peu de genes apparaissent
comme différentiellement exprimés aprés analyses samrection statistique. De plus, les
légeres modifications observées ne perdurent paxpdsition aux ondes ne serait pas
suffisante pour changer les équilibres des résdaxpression. Les données expérimentales
obtenues avec I'approche exploratoire d’expositidarmittente pourraient soulever plus de
problemes. Les données obtenues avec cette ded@ementrent que le nombre de genes
différentiellement exprimés est plus important gapd&s expositions intermittentes menées
6 fois une heure, par rapport a I'exposition 6tsdia cependant nécessaire de confirmer ces
résultats en réalisant des expériences complémesitaiuisque pour le moment, ces données
sont préliminaires (n = 2 au niveau des puces)Iaat alors les risques a long terme, pour
des personnes subissant des expositions entresodpépériodes sans exposition, comme
cela pourrait par exemple étre le cas sur un leetralvail ? Quelles sont les conséquences a
long terme d’inductions transcriptionnelles répstéeCela ne pourrait-il pas provoquer des

perturbations de la physiologie des cellules ?
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En conclusion, les données obtenues au cours tlawl levent les doutes éventuels
concernant l'utilisation des ondes MM en télécomimations. Les ondes MM ne sont pas
capables d’avoir des effets directs (le RE estrés bon biomarqueur). Il est tout de méme
nécessaire d’affirmer que des travaux de rechersheplémentaires restent cependant a

envisager concernant ces ondes, notamment surdfats potentiels a long terme.
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Annexe | : Rappels sur les propriétés des ondes

électromagnétiques

Cette annexe consiste en un bref rappel sur lgmiptés des ondes électromagnétiques,

notamment dans le contexte des interactions origantv

1. Propriétés physiques des ondes électromagnétigue

Contrairement aux ondes acoustiques, une onde Hititee une forme de transport
d’énergie sans support. Les ondes EM se déplacas & vide a la vitesse de la lumiére.
Dans un milieu, cette vitesse, ainsi que la longuBonde sont toutefois plus réduites. En
fonction de leur type d’interaction avec la matjées radiations EM peuvent étre classées en
deux catégories :

« Les radiations ionisantes, localisées au-dela de0'ZHz (UV lointains,
rayons X, rayons)
* Les radiations non ionisantes (tres basses fréeggerRF et micro-ondes, IR,

lumiére visible, UV proches).

Les radiations ionisantes peuvent briser des lgishimiques ou ioniser les atomes, ce
qui crée des radicaux libres extrémement danggreux les organismes vivants. A l'inverse,
les radiations non ionisantes ne sont pas suffisamm@nergétiques pour casser des liaisons
chimigues ou ioniser des atomes. Les ondes nosadntas peuvent cependant provoquer des
réactions photochimiques, I'exemple le plus contamtéla photosynthése ; les végétaux et les
algues recueillant I'énergie lumineuse et utilisamtle-ci pour former des substances
organiques a partir d’eau et de dioxyde de carlfcap) [181]. Les réactions photochimiques
restent restreintes aux propriétés de la lumi@ependant, les rayonnements non ionisants
peuvent interagir avec la matiere, entrainer ddsrations moléculaires importantes,
provoquant un dégagement de chaleur (cette prépgtédnt notamment utilisée par les fours a
micro-ondes) [2]. Cette production de chaleur seassociée a l'absorption de I'énergie
électromagnétique, laquelle résulte de la condiiétides matériaux. Cette conductivité
électrique dépendrait ainsi du mouvement transiaBbde particules chargées (les ions) mais
aussi du travail effectué par le champ électriqoer gntrainer des rotations de dipdles, tels
gue l'eau par exemple. Celle-ci posséde un momglaire permanent qui s’oriente de

maniere aléatoire en absence de champ électriquligja. Le champ électrique va orienter le
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moment dipolaire dans sa direction mais, en ragsia viscosité de I'eau, devra fournir un
travail pour entrainer la rotation des dip6lesukdcse traduira par un transfert d’énergie dans
le liquide, conduisant ainsi au dégagement de ah@ig.

Pour les ondes EM, le terme de densité de puisg@)aest employé. Il est exprimé en
1 N . : " .
W/mz2, avec S =§ E*H ou E est le champ électrique et H le champ rdaguoe. La puissance

correspond au taux de production ou de consommagolénergie, mesurée en watts (W).
Un watt équivaut a un joule par secondes (J/sfidrssité de puissance correspond a I'énergie
qui passe par unité de surface par unité de te@gtte caractéristique est largement utilisée
en ondes MM comme grandeur dosimétrique, a cauda fible pénétration de ces ondes

dans les tissus biologiques.

Pour quantifier I'énergie absorbée dans les tisseisterme de débit d’absorption
spécifique (DAS) est utilisé. Cette goaur caractérise I'énergie absée par unité de masse
par unité de temps. Le DAS est exprimé en W/kg.r&ation avec l'intensité du champ

électrique (noté€&), au sein d’un tissu, cette formule devient alors

2
DAS = oE* ouoc est la conductivité spécifique du tissu (en S/t ka densité du tissu, (en
P

kg/m?).

Cette grandeur est généralement utilisée pour figanes niveaux d’exposition pour les
fréequences inférieures a 10 GHz. Les différentgzraghes de détermination de DAS en

ondes MM sont décrites en détail dans l'articlZdadobov et collegues [58].

Naturellement, les ondes utilisées dans les systélméélécommunication font partie de
la catégorie des rayonnements non ionisants ebmepas capables d’'induire de réactions de

type photochimique.

2. Micro-ondes et ondes millimétriques a l'interfae entre l'air et
les tissus biologiques

L’interaction entre une onde incidente et le cdrpmain peut étre caractérisé par trois
phénomeénes :

1. Réflexion de I'onde a la surface du corps.

2. Transmission d'une partie de I'énergie dansrigsc
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3. Atténuation de I'onde dans les tissus.
Ces trois phénomenes sont principalement déternpaésla fréquence et les propriétés
diélectriques des tissus biologiques. Les promiéliélectriques sont caractérisées par deux

grandeurs physiques : (1) permittivité diélectrigu¢2) conductivité.

La permittivité est une propriété qui décrit laoape d'un milieu a un champ électrique
appligué et se traduit par la capacité de la netiese polariser en réponse a l'exposition au
champ électrique.

La conductivité caractérise les pertes électriq@es.distingue la conductivité ionique
qui est liee a la présence des charges libres ariductivité électrique qui caractérise les
pertes diélectriques. Plus la conductivité d'usutigest grande et plus ce tissu est capable
d'absorber de I'énergie électromagnétique. llrepbrtant de préciser que la permittivité et la
conductivité pour un tissu donné dépendent detguigncdfigure Al) [182].
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Figure Al : Permittivité et conductivité d'un tissu biologique (ici fibre transverse de muscle) en fation
de la fréquence182]

La figure A2 illustre quant a elle que la partie transmiseadpuissance augmente avec

la fréquence.
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Figure A2 : Représentation graphique de la correspudance entre le ratio de la puissance transmise dé
la puissance incidente (exprimé en %, axe des ordo@es), en fonction de la fréquendd83]

L’énergie transmise dans les tissus est partielenaddsorbée par ces derniers. Le
parameétre qui caractérise cette atténuation esbnoér@ profondeur de pénétration. La

figure A3 montre la profondeur de pénétration d’'une ondeegkn fonction de la fréquence.
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Figure A3 : Profondeur de pénétration d’une onde @ctromagnétique dans un musclfl83]

On peut par ailleurs constater sur cette figure lgsehautes fréquences du spectre

micro-ondes pénetrent moins dans les tissus queakses fréquences [183].
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Annexe Il ; La cellule animale

1. Description générale

La cellule est I'unité de base de tout étre vi@igure A4) [184].

Centriole

Reticulum
endoplasmique
lisse

Chromosomes

Reticulum
endoplasmique
granuleux

Membrane nucléaire

Nucléoplasme

Appareil de Golgi
Cytoplasme

Lysosome

Mitochondrie

Microtubule Membrane plasmique

o 2500 nm
Ll

Figure A4 : Représentation schématique d’'une coupeée cellule animale et des différents organites la
constituant [184]

Il s'agit du plus petit élément capable de manéiedes propriétés du vivant. Elle
entretient différentes relations avec son miliedeme, dont elle est délimitée par une
membrane plasmique. La cellule préléve les élémmaitttifs contenus dans le milieu externe
et les transforme en fonction de ses besoins edecode génétique. Il en résulte ainsi la
production de substances qui peuvent a leur touliffanl’environnement interne ou externe

de la cellule.

Les activités cellulaires sont rendues possibles gestaines structures présentes a
l'intérieur des cellules : ce sont les organitasd, rgnferment des composants essentiels pour
assurer le fonctionnement cellulaire : les ribossmés mitochondries, le réticulum

endoplasmique (RE), 'appareil de Golgi, les lysoss.

La cellule eucaryote contient un noyau, organitété par une enveloppe, renfermant le
matériel génétique sous forme d’acide désoxyriblémyae (ADN), qui sera présent sous la

forme de chromosome ou de chromatine en fonctidiéti biologique de la cellule.

Au cours de la partie suivante nous décrirons plugiétail la membrane plasmique,

ainsi que le RE.
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2. La membrane plasmique

Toutes les cellules vivantes sont délimitées de lkeavironnement par une fine
membrane, appelée membrane plasmique. Au sein doeflale, il peut aussi exister
différents types de membranes (membrane du RE.éaive] de I'appareil de Golgi),
lesquelles ne possedent pas les mémes fonctiors pagiagent néanmoins une structure
d’organisation commune. Les membranes sont coasstade phospholipides et de protéines
qui sont maintenues les unes aux autres par desrgnon covalentes. Les membranes
cellulaires sont des structures fluides, dynamigdass lesquelles les lipides s’organisent en
une double couche continue appelée bicouche lipgjfcgure A5 [89], et constituent ainsi la

structure de base de la membrane.

||-_;.-|
bal&yar
5 nimi)

lipid molecubs < PO Mec e

Figure A5 : Organisation de la membrane plasmiquerebicouche lipidique
Les lipides sont en rouge, les protéines membrasain vert [89].

Les protéines imbriquées dans cette bicouche camifgrlusieurs fonctions possibles

(transporteurs spécifiques de molécules, réceptalitdaires) [89].

Les membranes plasmiques constituent donc uneébarentre les cellules et leur
environnement et sont, enfin, responsables de rambmécanismes électrophysiologiques.
Il existe de nombreux canaux ioniques au niveaundesibranes. Ces dernieres seront les
premiéres a percevoir, dans un premier temps xi@ssitions aux ondes MM. Du fait de leur
organisation et de la présence de protéines fonwmites, I'exposition peut provoquer des
perturbations structurales ou physiologiques (pbétions des flux ioniques par exemple) ou

indiquer a la cellule gqu’'un phénomene particuliran train de se produire.

Les membranes biologiques artificielles (ou biomemnbs) constituent un trés bon
modéle d’étude, afin de tenter de déterminer scthesnps électromagnétiques peuvent avoir
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une incidence sur les membranes biologiques. Ritssiméthodes de « fabrications » de
biomembranes existent, elles ne seront pas déiitd. Il existe un autre modéle d'étude.

Celui-ci repose sur I'utilisation de vésicules dijgiues ou liposomegigure A6).

Irraer falw [RCL Bl b
Ll'_'lrI'IFldrlrI'IL"II'l.

Bilayer membrane

Figure A6 : Détail de la structure d’'un liposome
Il s’agit d’'un compartiment aqueux entouré d’unedbiche lipidique [89].

Brievement, ces vésicules, tout comme pour les mamals artificielles, sont « créées »
a partir de phospholipides (en général a partplaesphatidylcholine) mis en suspension dans
un milieu aqueux. Les phospholipides sont des mtd&c possédant une téte polaire
(hydrophile) et une queue riche en groupementsoogd (hydrophobe). Ces molécules vont
rapidement s’organiser en solution aqueuse, en dornune bicouche lipidique, les
groupements polaires se placant au contact duumdgpeux, tandis que les groupements
apolaires interagissent entre eux. Ces structamsties utilisées pour étudier la perméabilité
de la membrane ou pour délivrer des molécules chies aux cellules (en pharmacologie par

exemple). Elles présentent 'avantage de pouvoér @bservées directement au microscope.

3. Le réticulum endoplasmique

Le RE est le plus grand organite retrouvé dansddisles eucaryotes, dont il occupe
environ 10% du volume total. Le RE est un systénmmbranaire fermé organisé en un
réseau de tubules et de sacs clos interconnectéss’'@end du feuillet externe de la

membrane nucléaire a travers le cytoplagiigeire A7).
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Figure A7 : Schéma représentatif du réticulum endofasmique (en bleu)
Celui-ci est en continuité directe avec la membraungéaire (en vert). Des ribosomes (orange) smalisés sur
la surface du réticulum [184].

La membrane du RE correspond a elle seule a 50%ensemble des membranes
retrouvées au sein d'une cellule. Elle délimitesiaie cytosol de la lumiere du RE (cavité
intérieure), aussi appelée citerne, et réguledasfert sélectif de molécules entre ces deux

compartiments.

Le RE posséde un rdle central dans la biosynthéseptbtéines et des lipides. Sa
membrane est le site de production des protéirmsirembranaires et des lipides de la
plupart des organelles de la cellule (RE, appa®iGolgi, lysosomes, endosomes, protéines
sécrétées et membrane plasmique). Toutes les meetésécrétées dans le milieu
extracellulaire, ainsi que celles destinées a teaudvrganelles transiteront par le RE [89]. De
méme, il est aussi responsable de la synthése deajarité des lipides des membranes

mitochondriales et peroxysomales.

Le RE est l'organite principal de stockage du cafti(C&") de la cellule [185]. Il
assure le maintien d'une concentration basse d& &aniveau du cytoplasme par le biais
d'une pompe Cd-ATPas laquelle pompe le Gadans le RE. Le stockage du“Cdans le
RE est facilité par la forte concentration de preé capables de lier le €anotamment des

protéines résidentes telles que les chaperons.[186]

Pour en revenir aux roles principaux du RE, il &xisu sein d’'une méme cellule, deux
types distincts de RE appelés réticulum endoplasengganuleux ou rugueux (RER ou REG)
et réticulum endoplasmique lisse (REL), lesquelpassedent ni la méme morphologie, ni les

mémes fonctionffigure A8).
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Figure A8 : Les deux types de réticulum endoplasmige
A) Réticulum endoplasmique granuleux (REG) colaréagine. Les ribosomes fixés a la membrane du REBG s
en rouge.

B) Réticulum endoplasmique lisse (REL) d'une cellsécrétant des hormones stéroides [184].

LE REG (figure A8BA) est dénommé ainsi en raison de sa morphologisgplli est
recouvert de ribosomes qui sont liés a sa membihmst responsable de la synthese des
protéines membranaires (pour lui-méme et pour teautrganelles) et des protéines destinées
a I'exportation en dehors de la cellule (protéisésrétées). La synthese de I'ensemble des
protéines de la cellule démarre toujours dans teptgsme. Concernant les futures protéines
membranaires, sécrétées ou spécifiques des ormgandh présence d'une séquence
particuliere d’acides aminés, appelée peptide sigaaentrainer, par la fixation du ribosome
sur la membrane du REG, la poursuite de la tradncte 'TARNm au niveau du REG.

La synthese des protéines dans le REG n'est qujpmeeniere étape. Une fois
synthétisée, une protéine n'est encore qu’une ehatilypeptidique non repliée et bien
incapable de remplir une fonction. Au sein du RESHe va subir de nombreuses
modifications, appelées modifications post-tradautielles ; on parle alors de maturation des
protéines. Celle-ci lui permettra d’acquérir saucture finale et d'étre fonctionnelle. La
plupart des protéines présentes dans le REG soniamsit ; toutefois, il existe aussi des
protéines résidantes permanentes ; celles-ci passéthe séquence signal spécifique. Elles
sont retrouvées en tres forte concentration daR&IB et ont pour role d’aider a 'assemblage
et au repliement correct des protéines. Parmi,etiaspeut distinguer les protéines de la
famille des protéines disulfures isomérases, parmges sous I'acronyme de PDI, qui vont
catalyser I'oxydation des chaines latérales -SH dedéines (un acide aminé) en ponts
disulfures S-S.

Une autre protéine résidante extrémement importdoteRE est le chaperon BiP
(Immunoglobulin  Heavy-Chain Binding Protein), aussénommé « glucose regulated
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protein » (GRP78). Ce chaperon reconnait les preséimal repliées ou mal assemblées,
celles-ci présentant la particularité d’exposer,sain du réticulum, un groupe de résidus
hydrophobes, qui normalement doivent se retrouvecaur de la protéine, entrainant un
risque d’agrégation protéique, et mettant ainsil@mger I'équilibre du réticulum (en général,
une protéine se retrouve dans un milieu aqueur stracture est organisée de telle maniere
gue les résidus hydrophobes des acides aminésisiitoant ne soient pas exposés au milieu
extérieur. Le méme phénoméne est observé au ndesamembranes lipidiques). BiP se fixe
donc sur la partie hydrophobe et tente, en prés#adeénosine triphosphate (ATP), de replier
correctement cette protéine. En cas d’échec paulrereune protéine mal conformée, les
protéines chaperons du RE accompagneront cellesrgiune voie de dégradation. Enfin, par
contraste avec les protéines cytoplasmiques, |papiudes protéines membranaires ou
sécrétées seront glycosylées. Cette glycosylatiggowr but de modifier la solubilité, la
stabilité et la charge des protéines et se pragd@cifiquement sur un résidu asparagine (ASN
ou N d’apres la nomenclature des acides aminég)egtide, De nombreuses glycosidases,
présentes dans le REG pourront modifier ce groupeme

Une fois la maturation de la protéine terminée etamdition que celle-ci soit
correctement repliée, elle pourra alors quittdRle 1l peut cependant arriver que, malgré tous
les mécanismes mis en place dans le RE, des prst&ia parviennent pas a se replier
correctement. Dans ce cas, elles seront exportées lé cytosol ou elles seront dans un
premier temps déglycosylées, puis ubiquitinéesdparenzymes ubiquitine-conjugase liées au

RE et enfin dégradées dans le protéas(imere A9) [89].
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Figure A9 : Exportation et dégradation des protéine mal conformées

Dans le RE, le chaperon n’est pas parvenu a repigectement la protéine. Celle-ci sera alors exéeodans le
cytosol, via un pore dans la membrane du RE, peiia déglycosylée et liée par des ubiquitines qrorge
reconnues par le protéasome, lequel dégraderalalpretéine [89].
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Les régions du RE dépourvues de ribosomes sorgraies sous le terme de réticulum

endoplasmique lisse (RE[figure A8B).

Dans la majorité des cellules, ces régions sostétites et, souvent cohabitent avec
des régions granuleuses. Toutefois, il existe icextéypes de cellules ou le REL sera
particulierement développé, en particulier au nivede cellules spécialisées dans le
métabolisme des lipides, la détoxification des mauient ou la synthese des hormones
stéroides.

Les membranes du REL de certaines cellules (lestbéptes notamment) peuvent
posséder des enzymes de la famille des cytochr®d®d, spécialisées dans la détoxification
de composés, tels que les médicaments notammeamamoprésenter un risque pour les
cellules biologiques. Enfin, certaines cellules aarthes (cellules de Leydig du testicule)
responsables de la synthése des hormones sténmddssdent elles aussi un REL bien

développé.

La membrane du RE est responsable de la synthégerideipales familles de lipides,
dont les phopholipides et le cholestérol, retrosveens les cellules. De maniére générale, les
membranes plasmiques, I'appareil de Golgi, lesdgsmes communiquent avec le RE par des
vésicules de transport qui transferent ainsi lestémes et les lipides nouvellement

synthétisés.
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Annexe Il : Organisation structurale de la peau

La peau est un organe constitué par 'assemblagdifideents tissus et possédant de
nombreuses fonctions spécialisées. Elle est caastitle trois couches, I'épiderme, le derme
et 'hypodermdfigure A10) [89].
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Figure A10 : Organisation structurale de la peau

[A] Représentation schématique des trois couchegposant I'architecture de la peau, avec en dessodetail
des différents types cellulaires constituant Iédintes couches de ce tissu.

[B] Coupe de peau humaine observée au microsc@le [8

L’épiderme constitue la frontiere entre I'organisetd’environnement. Il est beaucoup
plus exposé que la plupart des autres tissus dgahisme et, par conséquent, doit faire face a
un renouvellement fréquent. Il s’agit donc d’'uneusture dynamique. L’épiderme est un
épithélium pluristratifié constitué majoritairemese kératinocytes. Les cellules changent de
forme d’une couche a l'autre. Par exemple, sa a@scipérieure est appelée couche cornée et
est constituée de kératinocytes morts, tandis gueosiche inférieure est appelée couche
basale, ou sont localisées les cellules souchd®piderme. D’autres cellules y sont aussi
retrouvées, notamment les cellules dendritiquelesetmélanocytes (cellules pigmentaires).

Enfin, quelgues terminaisons nerveuses peuventét@ivées au niveau de I'épiderme.
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Le derme est un tissu de support de I'épidermestitres riche en fibroblastes, cellules
gui sécréetent la matrice extra-cellulaire (MEC3hg en collagene, qui fait de la peau un tissu
particulierement résistant aux contraintes. De quar organisation structurale, le derme est
organisé en deux régions. La partie supérieureadmel est appelée région papillaire. Des
vaisseaux sanguins ainsi que des cellules du sgstamunitaire (macrophages, mastocytes)
y sont retrouvés. Cette région est constituée sk tconnectif mais celui-ci n’est pas tres
dense, contrairement a la partie inférieure du deappelée derme réticulé et dans laquelle le
tissu connectif est tres abondant et particulierereganiséfigure A10). Le derme contient
aussi de nombreuses fibres sensorielles, lesqumiesettent d’envoyer des informations au
systeme nerveux central (SNC) ou de relayer desrnrdtions provenant de celui-Ci
(sécrétion glandulaire, contraction de muscleses$issainsi que des vaisseaux sanguins qui
permettent d’apporter les nutriments aux cellukesadpeau, d’éliminer les déchets et enfin de

fournir une voie d’acces aux cellules de I'immunité

L’hypoderme est composé principalement de cellglassseuses et connecte le derme
aux muscles et tissus sous-jacents. Il est parcparues vaisseaux sanguins et les fibres

nerveuses sensorielles [89].
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Annexe |V : Le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est un appareil de défeaskement différencié et adaptable,
qui posséde un réle protecteur contre des virustéhas, champignons et parasites, mais
aussi contres certaines cellules appartenant gafsme lui-méme. Ces micro-organismes,
tout comme les cellules tumorales, peuvent étrenmmes comme étrangers et détruits par le

systéme immunitaire.

1. Origine des cellules du systeme immunitaire

Les agents principaux du systeme immunitaires skast leucocytes, connus
généralement sous le terme générique de globudesdlCes cellules proviennent de cellules
souches hématopoiétiques pluripotentes et sonuipesdpar la mcelle osseuse. En tant que
précurseurs indifférenciés, ces cellules souchesygnt se transformer, sous l'influence de
meédiateurs solubles (cytokines) et/ou de signauxatgact émis par d’autres cellules, en
différentes cellules du sarffigure A11) [187].

Les précurseurs myéloides peuvent se différenaiechacun des types cellulaires
suivants :

- Les mégacaryocytes, grandes cellules multinusl§éese décomposent en petits
fragments correspondant aux plaquettes.

- Les érythroblastes, qui se transformeront erhéogiytes circulants (aussi appelés
hématies).

- Les myéloblastes, qui peuvent se differenciemeuntrophiles, €osinophiles et
basophiles (en raison de leur noyau plurilobé, ceflules ont aussi été appelées
polynucléaires) ; ou en monoblastes (précurseuss menocytes), ou encore en cellules
dendritiques. Ces trois derniers types de celluiesys des myéloblastes sont capables
d’engloutir des particules, des micro-organismesdets liquides; on parle alors de

phagocytes.

En réponse aux médiateurs solubles, telles quechésmiokines par exemple, les
leucocytes migrent du sang vers les tissus o@jlarent des lésions et éliminent les bactéries,
parasites et cellules mortes a l'origine d’'uneanfmation. Aprés leur migration dans les

tissus, les monocytes se différencient en macragshag
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Figure A1l : Origine des cellules du systéeme immutaiire [187]
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La moelle osseuse produit aussi un autre précursemrmun, appelé précurseur
lymphoide, qui sera a l'origine des cellules lymgytaires. On distingue les lymphocytes T,
responsables de la réponse immune cellulaire, stiylmphocytes B, responsables de la
production d’anticorps (aussi appelée réponse haiorD’autres cellules, trés proches
morphologiquement des lymphocytes T sont aussessde ce précurseur lymphoide ; ce sont

les cellules Natural Killer (NK).

2. Mécanismes de défenses vis-a-vis des infections

Pour résister aux infections causées par des patlesgles organismes pluricellulaires
ont développé des mécanismes de réponse. Ceuwxicidsodeux types; on distingue la
réponse immunitaire innée de la réponse adaptatiuecours de la partie suivante, nous

allons décrire les caractéristiques de chacundrd’'etfies.

A. La réponse immunitaire innée

L’'immunité innée est une trés ancienne ligne deersd qui est hautement conservée
parmi les différentes especes. Elle se déclencheédiatement apres le début d’'une infection
et est basée sur la reconnaissance de structymgsiédg communes a un grand nombre de
pathogenes (molécules de surface, ou ARN doubtes lates virus par exemple). Parmi les
principales cellules impliquées dans cette répamsé&e, on peut distinguer :

- Les cellules NK, capables de reconnaitre séletent les cellules infectées par
un virus ou les cellules tumorales et de les détran les « forcant » a se suicider (par le
déclenchement de I'apoptose)

- Les cellules phagocytaires (neutrophiles, éodiilep, basophiles, monocytes)
qui utiliseront une combinaison d’enzymes de déaiad (lytigues), de peptides anti-
microbiens et d’espéces activées de I'oxygénes @étmuire les micro-organismes

- Des protéines sanguines, regroupées sous le romotécules du complément,
capables de rompre les membranes des micro-orgesiisa de signaler ceux-ci aux cellules

phagocytaires, qui les détruiront alors.

Cette voie, bien que plus ancienne constitue usmigre ligne de défense contre les
agents pathogenes. Elle peut néanmoins, par latibé de molécules spécifiques, provoquer
le déclenchement de la réponse adaptative, les \wwax fonctionnant alors de concert pour

éliminer les pathogénes.
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B. La réponse immunitaire adaptative (ou acquise)

Cette réponse propose des mécanismes de défetemardt plus sophistiqués que ceux
de la précédente, et les principaux effecteursigqupb sont spécifiquement induits par des
pathogenes particuliers. En outre, cette réporfse afissi une protection de longue durée. La
principale fonction de la réponse immunitaire adtpe¢ est basée sur la présence de
récepteurs possédant une haute spécificité pouaimes régions du pathogene. Toute
substance capable d’induire la réponse immunitagteptative est appelée antigéne. Le
systeme immunitaire adaptatif est capable de pencepécifiguement des antigenes, méme
si ceux-ci présentent des différences infimes. d@onse immunitaire adaptative existe sous

deux formes :

- La réponse immunitaire par sécrétion d’anticogussi appelée réponse humorale

- La réponse immune cellulaire.

Ces réponses sont régulées par deux classes différge lymphocytes, respectivement
les lymphocytes B et les lymphocytegfijure A12).
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Figure A12 : Les deux types de réponses immunitaiseadaptatives possibles

Lorsqu’une cellule est infectée par un virus, gedans un premier temps déclencher une réponsarnitaiie
innée, qui ne sera pas suffisante pour juguleedafection. Une réaction immunitaire adaptativealars se
mettre en place. Les lymphocytes B (B cells) va¥réter des anticorps qui reconnaitront spécifiqrene
virus et le neutraliseront, tandis que les lymphesy (T cells) vont tuer les cellules infectée3][8
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" Réponse humorale

Lors de la réponse humorale, les lymphocytes B actintés pour sécréter des anticorps,
appelés également immunoglobulines. Les anticdrpalent dans le flux sanguin et peuvent
atteindre rapidement les zones d’agression, ousdlsfixent spécifiquement a I'antigéne
localisé sur le pathogéene qui a stimulé leur prtdaocCette liaison peut inactiver les virus et
les toxines bactériennes, les empéchant de se dixerécepteurs des cellules hétes. Cette
fixation sur un pathogéne permet par ailleurs dend@rquer et de les rendre plus facilement

ingérables par les cellules phagocytaires de I'imibélinnée [188].

" Réponse immune cellulaire

Les lymphocytes T réagissent directement contrealetigénes étrangers qui sont
présentés a la surface des cellules hétes. Parpéxéons d’une infection virale, les cellules
infectées par le virus présentent a leur surfaseatiigenes viraux. Les lymphocytes T vont
alors détruire ces cellules avant que le virusuisge proliférer. Les lymphocytes T sont aussi
appelés lymphocytes T cytotoxiques, puisqu’ils mtv« tuer » des cellules infectées en
provoquant leur apopotose, ou en dégradant leursbmames par la sécrétion de protéines
lytiques. Les débris restants seront alors dégrpdedes cellules phagocytaires et notamment
les macrophages, qui seront activés a la suiteadgédtrétion, par les lymphocytes T, de

molécules (interféron-par exemple) de signalisation [89].
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Résumé

Pour faire face a la saturation du spectre élecgmétiqgue en matiere de
communications sans fil, les groupes industrielsnidant le marché développent de
nouveaux appareils de télécommunications sanguiilpffriront un débit tres élevé combiné a
une meilleure confidentialité. Ces systemes fonctwont dans des bandes de fréquences
autour de 60 GHz, naturellement absentes du spéleicedcomagnétique environnemental, ce
qui suscite des interrogations légitimes quantiailenocuité.

Ce travail de thése porte sur l'analydes effets potentiels des rayonnements
millimétriques sur la physiologie de la cellule. i¢oavons tout d’abord étudié les effets des
ondes millimétriques par le biais d’étudesvitro, en utilisant différents modeles de cultures
de cellules humaines, exposés a différents temaslgtérentes fréquences, notamment celles
correspondantes a des résonances de groupemeuhamls, comprises entre 57 et 64 GHz.
Nous avons étudié I'impact potentiel de ces ondgsus organite cellulaire, le réticulum
endoplasmique, connu pour étre sensible a son aemément et impligué dans de
nombreuses pathologies. Nous avons ensuite éesligffiets de la variation de puissance sur
des processus physiologiques concernant le réticudndoplasmique mais aussi sur la
synthése de protéines spécifiques liées a la répaflammatoire. Enfin, par la technique de
puces a ADN, nous avons réalisé une approche tipttsoique a haut deébit, portant sur
l'ensemble du génome, afin de déterminer I'existem® genes cibles sensibles a des
expositions aux ondes millimétriques. Plusieursegépandidats ont été sélectionnés et
serviront de biomarqueurs.

Abstract

To cope with the saturation of the electromagnspectrum, telecommunications
world leaders are developing new wireless deviaesich provide very high data-rate
transmission combined with greater confidentialithese systems will operate in a frequency
band around 60 GHz, naturally absent from envirartaleslectromagnetic spectrum, which
raises legitimate question about their safety.

This work focuses on the analysis of the poterfedcts of millimeter radiations on
the cell physiology. We first studied the effectsmllimeter waves through in vitro studies
using different models of human cell cultures exgbsluring various times to different
frequencies, including those corresponding to maéogroups resonances, ranging between
57 and 64 GHz. We studied the potential impacheéé electromagnetic waves on a cellular
organelle, the endoplasmic reticulum, known to éesgive to its environment and involved
in many diseases. We then studied the effects wkpwariation on physiological processes
on the endoplasmic reticulum but also on the swishef specific proteins related to the
inflammatory response. Finally, by using a DNA rommrays method, we performed a high
throughput transcriptomic approach, covering thérengenome, to determine potential
millimetre waves target genes. Several candidategeere selected.
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