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 Résumé 

Dans les prochaines années, le traitement des maladies graves (cancer, pathologies du 

cerveau, etc) pourrait fortement bénéficier des progrès en science des matériaux et des 

nanotechnologies. Du point de vue médical, il est bien connu que les cellules cancéreuses ont 

tendance à développer des résistances aux chimiothérapies dont les effets secondaires 

limitent considérablement l'efficacité des traitements. Pour ces raisons, la recherche de 

thérapies alternatives ciblant les cellules cancéreuses sans affecter les tissus sains est 

actuellement l'un des domaines les plus actifs de recherche sur le cancer. Dans ce contexte, 

les nanoparticules magnétiques reçoivent un intérêt croissant pour diverses applications 

biomédicales allant du diagnostic au traitement ciblé. Grâce à leur possiďilitĠ d͛actionnement 

contrôlé à distance par des champs magnétiques externes, les particules magnétiques ont la 

capacité d͛exercer des forces ou couples localisés sur des espèces biologiques ciblées. 

Ce travail de thèse décrit une approche basée sur l͛aĐtioŶ ŵĠĐaŶiƋue de particules 

magnétiques bio-fonctionnalisés sur des cellules cancéreuses. Lorsque ces particules sont 

liĠes auǆ Đellules ĐaŶĐĠƌeuses, l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue alteƌŶatif eǆteƌŶe iŶduit 
l͛osĐillatioŶ des paƌtiĐules, Ƌui tƌaŶsŵet aloƌs uŶe foƌĐe ŵĠĐaŶiƋue auǆ Đellules ĐaŶĐĠƌeuses. 
Les particules magnétiques utilisées pouƌ Đette appliĐatioŶ oŶt fait l͛oďjet d͛uŶ loŶg 
développement. Contrairement aux particules magnétiques conventionnelles synthétisées 

par des voies chimiques (« bottom-up »), les particules étudiées dans cette thèse ont été 

spécialement conçues par des techniques développées pour la micro/nanoélectronique (« 

top-down »). Ainsi, deux types de particules magnétiques ont été comparés ; des particules 

aŶtifeƌƌoŵagŶĠtiƋues sǇŶthĠtiƋues ;SAFͿ ĐoŶstituĠes d͛eŵpileŵeŶts de ĐouĐhes ŵagŶĠtiƋues 
minces et des microparticules constituées d'une couche magnétique unique avec une 

configuration de vortex magnétique. 

UŶe fois Đes paƌtiĐules ŵises eŶ solutioŶ, les phĠŶoŵğŶes d͛auto-polarisation qui contribuent 

à l'agglomération / dispersion de ces particules par les interactions magnétostatiques ont été 

comparés,  ainsi que les couples mécaniques que ces deux types de particules magnétiques 

peuvent générer sur les cellules cancéreuses lorsqu'elles sont soumises à un champ 

magnétique externe. Bien que les particules SAF génèrent de plus grands couples, remplacer 

les ĐoŶstituaŶts de l͛eŵpileŵeŶt ŵagŶĠtiƋue paƌ des matériaux biocompatibles reste délicat, 

Đe Ƌui Ŷ͛est pas le Đas de leuƌs hoŵologues eŶ ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋue, faĐileŵeŶt ƌĠalisaďles aǀeĐ 
des oxydes de fer. 

En exploitant les propriétés des vortex magnétiques en NiFe, nous avons développé une 

approche pour la destruction ciblée des cellules cancéreuses du carcinome rénal humain. Les 

tests menés in-vitro montrent que ce stimulus magnéto-mécanique induit une diminution 

significative du taux de cellules cancéreuses vivantes, et ce, en appliquant de faibles valeurs 

de champs (30mT) à de très faibles fréquences (~ 20 Hz). Des études pour la quantification et 

la caractérisation de la mort cellulaire par la cytométrie en flux ont été menées. Les résultats 

dĠjà oďteŶus ďieŶ Ƌu͛au stade « preuve de concept » sont très encourageants pour le futur 

des nouvelles thérapies du cancer. 
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Abstract 

In the coming years, the treatment of serious diseases (cancer, brain diseases, etc.) 

could benefit more intensely from advances in materials science and nanotechnology. From 

the medical point of view, it is well known that cancer cells tend to develop resistance to 

chemotherapy, and the side effects encountered seriously limit the effectiveness of 

treatments. For these reasons, the search for alternative therapies that target cancer cells 

without affecting healthy tissues is currently one of the most active areas of research on 

cancer. In this context, magnetic nanoparticles are receiving an increasing interest in a variety 

of applications ranging from biomedical diagnostic to targeted treatments. Indeed, due to 

their remote actuation by external magnetic fields, the magnetic particles have the ability to 

locally perform actuations on targeted biological species.  

This thesis describes an approach based on interfacing cancer cells with bio-functionalized 

magnetic particles. When these particles are bound to the cancer cells, applying an external 

alternating magnetic field induces the particles oscillations, which then transmits a mechanical 

stress to the cancer cells.  

For this application, specific magnetic particles were prepared. Unlike conventional magnetic 

particles made by chemical routes ("bottom-up"), the particles studied in this thesis have been 

specially designed by techniques used in micro / nanoelectronics ("top-down"). Thus, two 

types of magnetic particles were compared; synthetic antiferromagnetic particles (SAF) 

consisting of magnetic multilayer stacks and microparticles consisting of a single magnetic 

layer with a magnetic vortex configuration.  

Once these particles released in a solution, the self-polarization phenomenon that contributes 

to the agglomeration / dispersion of these particles by magnetostatic interactions were 

compared for both types of particles as well as the mechanical torques that they can exert on 

cancer cells when subjected to an external magnetic field.  

Although SAF particles generate higher torques, finding biocompatible materials that may 

replace the constituents of the magnetic stack remains difficult, while vortex-particles would 

be easier to make in magnetic iron oxides.  

By exploiting the properties of NiFe magnetic vortices, we have developed an approach for 

the targeted destruction of the human renal carcinoma cells. The tests launched in vitro show 

that the magneto-mechanical stimulus creates two dramatic effects: a significant decrease in 

the rate of alive cancer cells, and the initiation of the apoptosis (programmed cell death). 

These results were achieved by applying low field values (~30mT) at low frequencies (~ 20 Hz). 

Studies for the quantification of cell death by flow cytometry were conducted. The results 

already obtained even at the stage of "proof of Concept" are very encouraging for new 

perspectives of cancer therapies. 
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Introduction générale 
 

Les ŶaŶopaƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues soŶt d'uŶ gƌaŶd iŶtĠƌġt aujouƌd͛hui daŶs plusieuƌs disĐipliŶes; 

le stoĐkage ŵagŶĠtiƋue d͛iŶfoƌŵatioŶ, la ĐatalǇse, l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, les ďioteĐhŶologies et la 

médecine. Des générations de nanoparticules se sont succédé au fur et à mesure des avancées 

technologiques, de multiples voies de synthèse ont été mises au point accompagnées du 

développement de méthodes pour la modification de la chimie de surface de ces 

nanoparticules. 

Les particules magnétiques sont de plus en plus présentes dans le diagnostic biomédical in 

vitro, ces particules sont utilisées principalement pour la séparation, le transport, et la 

concentration des biomolécules recherchées dans l'échantillon biologique analysé.  

Paƌŵi les appliĐatioŶs ŵettaŶt eŶ œuǀƌe les paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues daŶs le diagŶostiĐ 

biomédical, sont référencées dans la littérature : le tri cellulaire basé sur l'utilisation de 

particules magnétiques fonctionnalisées avec des anticorps spécifiques aux cellules 

recherchées, le diagnostic moléculaire dont l'objectif principal est d'extraction des acides 

nucléiques d'un milieu complexe, et la détection des bactéries pathogènes. 

En plus du diagnostic in vitro, soigŶeƌ aǀeĐ le ŵagŶĠtisŵe susĐite ďeauĐoup d͛iŶtĠƌġt depuis 

les teŵps aŶĐieŶs, ŵais le ŵagŶĠtisŵe Ŷ͛a ƌĠelleŵeŶt pƌis soŶ essoƌ daŶs le ŵoŶde ŵĠdiĐal 

Ƌue depuis l͛iŶǀeŶtioŶ de l͛I‘M ;Iŵageƌie à ‘ĠsoŶŶaŶĐe MagŶĠtiƋueͿ Ƌui exploite et met en 

ƌelief le ŵagŶĠtisŵe ŶuĐlĠaiƌe des tissus ďiologiƋues pouƌ l͛iŵageƌie. 

EŶ ŵĠdeĐiŶe, l͛iŶtĠƌġt d͛utiliseƌ les ŶaŶopaƌtiĐules magnétiques réside en la possibilité de les 

ŵaŶipuleƌ à distaŶĐe de façoŶ ŶoŶ iŶǀasiǀe paƌ l͛appliĐatioŶ de Đhaŵps magnétiques 

extérieurs. Les nanoparticules sont très intéressantes pour la médecine régénérative, en effet, 

les thérapies cellulaires actuelles se heurtent à une limitation majeure de la migration des 

cellules à fonctionnalité thérapeutiques du site lésé. L͛utilisatioŶ du ŵagŶĠtisŵe paƌ 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de Đellules à foŶĐtioŶŶalitĠ thĠƌapeutiƋues foŶĐtioŶŶalisĠes aǀeĐ des 

paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues, et d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue peƌŵettaŶt leuƌ aĐĐuŵulatioŶ appoƌteƌait 

un intérêt considérable au succès de la thérapie. DaŶs Đe Đadƌe, l͛attƌaĐtioŶ ŵagŶĠtiƋue des 

cellules a été exploitée dans le domaine cardiovasculaire où des cellules progénitrices 

endothéliales ont été retenues par des champs magnétiques puis implantées avec succès au 

niveau des lésions présentes dans un tissu cardiaque 1. Dans la même idée, des stents 

magnétisables ont été développés pour la régénération cellulaire 2. 
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Toujours par la même approche en médecine régénérative, des travaux de construction de 

tissus fonctionnels in vitro ont été menés, notamment pour générer des tapis cellulaires 

utilisables comme substituts de rétine 3.  

Les thérapies basées sur la stimulation de nano-éléments magnétiques, peuvent apporter de 

grands avantages aux traitements actuellement proposés, bénéficiant ainsi pleinement des 

avancées en sciences des matériaux et des nanotechnologies. Grâce à leurs propriétés 

uniques, les nanoparticules magnétiques peuvent répondre en partie aux problématiques des 

thĠƌapies aĐtuelles Ƌui soŶt le Điďlage d͛uŶ tƌaiteŵeŶt effiĐaĐe et la liŵitatioŶ des effets 

secondaires.  

De ƌĠĐeŶtes Ġtudes oŶt utilisĠ l͛aĐtiǀatioŶ ŶaŶo-magnétique de récepteurs membranaires 

daŶs des appliĐatioŶs Đoŵŵe l͛iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe, le Đontrôle de la différentiation des 

cellules souches pour la médecine régénérative 4,5, le contrôle de la signalisation calcique 

intracellulaire 6, ou encore le déclenchement des potentiels d'action par l'activation 

thermique des canaux ioniques dans les neurones en culture 7.   Dans la plupart des études 

précédentes, l'actionnement nano-magnétique s'appuie sur des forces de translation 

générées par des gradients de champs magnétiques élevés, or de nouvelles approches ont 

démontré que, plutôt que de recourir à la force magnétique du gradient de champ 'tirant' sur 

les paƌtiĐules Ƌui dĠĐƌoit tƌğs ƌapideŵeŶt aǀeĐ la distaŶĐe de l͛aiŵaŶt, il est possiďle d͛aĐtiǀeƌ 

efficacement les particules magnétiques avec des sources de champ 8.  Ces techniques 

permettent d'atteiŶdƌe des zoŶes ďeauĐoup plus pƌofoŶdes daŶs le Đoƌps et d͛aĐtioŶŶeƌ les 

récepteurs à plus grande distance de la source de champ. Les champs magnétiques sont 

prometteurs pour la stimulation véritablement dite à distance parce qu'ils interagissent 

faiblement avec des molécules biologiques et peuvent pénétrer profondément dans le corps. 

Cependant, leur faible interaction avec les molécules biologiques signifie aussi que les champs 

magnétiques doivent être traduits en un autre stimulus comme une force mécanique, un 

couple ou encore une agrégation des particules permettant d'agir sur leur cible, par exemple, 

pour exercer une force ou transmettre de l'énergie aux particules attachées à un récepteur 

cellulaire de surface.9 

EŶ plus de l͛hǇpeƌtheƌŵie Ƌui ĐoŶsiste à Đhauffeƌ loĐaleŵeŶt des SPIONS (Superparamagnetic 

Iron Oxide Nanoparticles) par des champs magnétiques alternatifs, une étude 10 a démontré 

que des champs magnétiques peuvent être utilisés pour induire l'apoptose des cellules du 

ĐaŶĐeƌ du ĐôloŶ eŶ Đultuƌe, et Đe, paƌ l͛agƌĠgatioŶ des paƌtiĐules SPIONS fixées aux récepteurs 
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de mort DR4 à la surface cellulaire (DR4 est un récepteur qui induit une apoptose lorsque 

plusieuƌs ƌĠĐepteuƌs D‘ϰ à la suƌfaĐe Đellulaiƌe soŶt ƌegƌoupĠsͿ. EŶ d͛autƌes teƌŵes, 

l͛agƌĠgatioŶ à ĐoŵŵaŶde ŵagŶĠtiƋue des ƌĠĐepteuƌs D‘ϰ active une voie de signalisation de 

l'apoptose biochimique, qui tue les cellules cancéreuses du côlon. 

Le phĠŶoŵğŶe de l͛apoptose ĠtaŶt uŶ ĠlĠŵeŶt tƌğs iŵpoƌtaŶt daŶs les thĠƌapies ĐoŶtƌe le 

cancer, une seconde étude 11 , que nous évoquerons au cours de cette thèse comme point de 

départ de notre application biologique, a montré comment conférer cette propriété à des 

cellules cancéreuses, connues pour avoir perdu la faculté de mourir naturellement. Dans cette 

approche, des micro-disques magnétiques fonctionnalisés ont été liés aux membranes des 

Đellules d͛uŶ glioďlastoŵe huŵaiŶ, puis souŵis à des Đhaŵps ŵagŶĠtiƋues alteƌŶatifs Ƌui les 

font vibrer (osciller) à la surface des cellules cancéreuses. Le stress magnéto-mécanique 

généré est transformé en signal chimique intracellulaire qui déclenche une des voies de 

sigŶalisatioŶ de l͛apoptose. Ce phĠŶoŵğŶe ƌeŵaƌƋuaďle a ĠtĠ dĠĐouǀeƌt et ĠtudiĠ au 

Laboratoire Argonne, publié en 201011  pour la premiğƌe fois. EŶ utilisaŶt d͛autƌes ligŶĠes 

cellulaires, une partie de ce travail de thèse a été consacré à démontrer la possibilité de 

détruire ces cellules cancéreuses avec une approche similaire, ajoutant une quantification de 

l͛effet aŶtiŶĠoplasiƋue assoĐié.  

Concernant les méthodes de fabrication des nanoparticules magnétiques, bien que les 

méthodes de synthèse chimique soient les plus utilisées pour la production de petites 

particules sphériques superparamagnétiques appelées SPIONS (super paramagnetic iron 

oxydes nanoparticles), elles ne permettent pas la création de structures multicouches avec 

des formes anisotropes. En revanche, les méthodes de synthèses physiques, telles que la 

photolithographie ou lithographie par faisceau d'électrons, combinées avec un dépôt 

physique en phase vapeur, permettent d͛oďteŶiƌ une grande variété de structures 

magnétiques avec des propriétés magnétiques et des géométries parfaitement contrôlées. 

Ainsi des particules possédant une anisotropie magnétique de forme sont synthétisées pour 

être actionnées par des champs magnétiques, de manière à agir sur des entités biologiques 

par des couples magnéto-ŵĠĐaŶiƋues. C͛est le Đas des paƌtiĐules SAF ;aŶtifeƌƌoŵatiƋues 

synthétiques) et vortex étudiées dans cette thèse. 

 

Ce travail de thèse s͛est iŶsĐƌit daŶs la suite d͛uŶe pƌeŵiğƌe Ġtude ŵeŶĠe daŶs le Đadƌe du 

Ŷouǀel aǆe de ƌeĐheƌĐhe du laďoƌatoiƌe SPINTEC, ĐoŶsaĐƌĠ au dĠǀeloppeŵeŶt et à l͛Ġtude des 
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micro/nano particules magnétiques élaborées par approche « top-down » pour des 

applications biotechnologiques et biomédicales. Cette précédente étude a été consacrée à la 

mise au point de procédés de fabrication de ces particules, à leur caractérisation magnétiques, 

et à l͛Ġtude du ĐoŵpoƌteŵeŶt de Đes paƌtiĐules uŶe fois liďĠƌĠes eŶ solutioŶ. Une attention 

particulière a été portée à la réalisation de particules dites synthétiques antiférromagnétiques 

(SAF) constituées de couches ferromagnétiques couplées antiferromagnétiquement entre 

elles à tƌaǀeƌs des ĐouĐhes sĠpaƌatƌiĐes de ƌutheŶiuŵ. L͛iŶtĠrêt de ces particules résident dans 

le fait que leur propriété magnétique imitent celles de particules superparamagnétiques 12.  

Il est ƌessoƌti de Đette Ġtude la possiďilitĠ de ĐoŶtƌôleƌ l͛Ġtat d͛aggloŵĠƌatioŶ ou de dispeƌsioŶ 

des paƌtiĐules SAF eŶ solutioŶ, et l͛ĠtaďlisseŵeŶt d͛uŶ ŵodğle d͛autopolaƌisatioŶ peƌŵettaŶt 

de déterminer un seuil de susceptibilité en dessous duƋuel les paƌtiĐules passeŶt d͛uŶ Ġtat 

aggloméré à un état dispersé. 

A la suite de ces travaux, nous avons plus récemment été confrontés à des changements de 

composition des résines photosensibles utilisées pour la fabrication des particules SAF. Ces 

ŵodifiĐatioŶs oŶt ĠtĠ à l͛oƌigiŶe de l͛appaƌitioŶ d͛uŶe foƌte ƌugositĠ suƌ la suƌfaĐe deǀaŶt 

recevoir le dépôt magnétique, cette rugosité conduisant à une forte agglomération des 

paƌtiĐules SAF du fait de l͛altĠƌation du couplage antiferromagnétique entre les couches 

magnétiques ĐoŶduisaŶt à l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ ŵoŵeŶt ƌĠŵaŶeŶt des paƌtiĐules eŶ Đhaŵp Ŷul. 

Après avoir développé divers  procédés alternatifs pour la fabrication des particules SAF avec 

en parallèle une caractérisation des rugosités, nous avons estimé que le procédé permettant 

d͛ĠliŵiŶeƌ la ƌugositĠ ŶĠĐessitait uŶe loŶgue pĠƌiode de dĠǀeloppeŵeŶt, ŶoŶ Đoŵpatiďle aǀeĐ 

les objectifs fixés durant les trois années de thèse. Pour mener à bien notre étude, nous nous 

soŵŵes iŶtĠƌessĠs à la faďƌiĐatioŶ d͛autƌes paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues ŵoŶodispeƌses : les 

particules en vortex magnétiques. 

Le tƌaǀail de thğse pƌĠseŶtĠ daŶs Đe ŵaŶusĐƌit ĐoŶstitue l͛aŵoƌçage de Đe Ŷouǀeau thğŵe de 

recherche au laboratoire, qui est de développer un nouveau traitement pour la destruction 

des cellules malignes en utilisant les stimuli magnéto-mécaniques des particules magnétiques. 

Les objectifs que nous nous sommes fixés dans le cadre de cette thèse ont été la synthèse de 

particules magnétiques monodisperses par la voie «top-down» et leur caractérisation 

ŵagŶĠtiƋue, la dĠfiŶitioŶ de la ligŶĠe Đellulaiƌe à eǆpĠƌiŵeŶteƌ, la ŵise eŶ plaĐe d͛uŶ sĐhĠŵa 

de ďiofoŶĐtioŶŶalisatioŶ des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps adĠƋuat, et le 

développement du protocole de traitement des cellules malignes par les vibrations magnéto-
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mécaniques des micro-ǀoƌteǆ, aǀeĐ la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe et la ƋuaŶtifiĐatioŶ de l͛aĐtioŶ 

antinéoplasique du stimulus magnéto-mécanique. 

Ce mémoire résume un travail de thèse pluridisciplinaire et transversal en physique-chimie-

biologie. Afin de décrire au mieux les résultats obtenus suivants les différents objectifs visés, 

ce manuscrit s'articule autour de quatre chapitres: 

 Le pƌeŵieƌ Đhapitƌe pƌĠseŶte l͛Ġtat de l͛aƌt suƌ les tƌaǀaux référencés dans la littérature

sur la synthèse des particules magnétiques, par la voie chimique conventionnelle et

par les nouvelles méthodes « top-down », les propriétés magnétiques des particules

élaborées par les différentes voies de synthèse. Sera aďoƌdĠ aussi l͛Ġtat de l͛aƌt des

différentes stratégies de fonctionnalisation de surface des particules et enfin, leur

utilisation dans le domaine biomédical et particulièrement dans le traitement des

tumeurs.

 Le second chapitre est centré sur les particules antiferromagnétiques synthétiques et

en vortex élaborées par la voie « top-down ». En premier lieu, nous détaillerons les

procédés de fabrication développés en salle blanche pour la réalisation de ces

particules, ces procédés de fabrication étant modifiés ou ajustés en fonction des

ĐoŶtƌaiŶtes liĠes auǆ ĐoŶfiguƌatioŶs ŵagŶĠtiƋues des paƌtiĐules. EŶsuite, apƌğs l͛Ġtude

des propriétés des deux types de particules SAF et vortex, nous présenterons une

étude comparative entre ces deux types de particules, notamment concernant les

phénomènes de dispersion en solution, ainsi que les couples magnétiques que peuvent

générer ces particules pour la destruction des cellules cancéreuses 13.

 Les nanoparticules magnétiques en suspension utilisées dans le domaine biomédical

sont en règle générale fonctionnalisées, la présence des fonctions chimiques (—NH2 ,

—COOH, —SH, —CHO....) à la surface des nanoparticules permet la fixation d'une 

gƌaŶde ǀaƌiĠtĠ de ligaŶds ;eŶzǇŵes, aŶtiĐoƌps…Ϳ. La foŶĐtioŶŶalisatioŶ des ŵiĐƌo-

vortex magnétiques par des ligands spécifiques au biomarqueur tumoral ciblé est 

dĠtaillĠe daŶs le tƌoisiğŵe Đhapitƌe. Nous dĠĐƌiƌoŶs l͛Ġtude ŵeŶĠe in vitro pour la mise 

en évidence des différentes étapes de fonctionnalisation ainsi que la reconnaissance 

des micro-vortex magnétiques fonctionnalisés avec les cellules cancéreuses exprimant 

ce marqueur. 

 Le Ƌuatƌiğŵe et deƌŶieƌ Đhapitƌe est ĐoŶsaĐƌĠ à l͛Ġtude de la destƌuĐtioŶ des cellules

cancéreuses par les vibrations magnéto-mécaniques des micro-vortex fonctionnalisés.
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Après avoir détaillé les caractéristiques de la lignée cellulaire cancéreuse utilisée, nous 

aǀoŶs dĠĐƌit le pƌotoĐole eǆpĠƌiŵeŶtal pouƌ l͛iŶteƌfaçage des paƌtiĐules magnétiques 

avec les cellules cancéreuses et la mise en place du traitement menant à leur 

destƌuĐtioŶ. Les pƌeŵieƌs ƌĠsultats ďiologiƋues de l͛aĐtioŶ aŶtiŶĠoplasiƋue oďteŶue 

sont présentés et discutés dans ce chapitre. 

 Enfin une synthèse des résultats importants obtenus durant cette thèse est présentée

dans la conclusion ainsi que les perspectives à court et long terme à envisager pour la

progression des travaux.

A la fin de ce manuscrit sont présentées deux annexes :  

La première annexe décrit tous les détails du développement technologique développé pour 

la fabrication des particules SAF et vortex. 

La seĐoŶde aŶŶeǆe est ĐoŶsaĐƌĠe à l͛Ġtude ŵeŶĠe pouƌ l͛ĠliŵiŶatioŶ de la ƌugositĠ appaƌue 

au niveau de la résine sacrificielle avant le dépôt magnétique, les divers tests et mesures y 

sont détaillés. EŶfiŶ, les pƌotoĐoles eǆpĠƌiŵeŶtauǆ ŵis au poiŶt pouƌ les tests d͛apoptose des 

cellules cancéreuses par les vibrations magnéto-mécaniques sur les cellules cancéreuses et 

des résultats additionnels sont détaillés et expliqués dans la troisième annexe.  

Cette thèse a été menée au laboratoire SPINTEC spécialisé dans le domaine de la spintronique 

dont le but est de faire un pont entre la recherche fondamentale et les technologies avancées 

tournées vers de nouveaux dispositifs dans le champ émergent de l'électronique de Spin. Une 

grande proportion des travaux ont été menés dans ce laboratoire en particulier la synthèse et 

la caractérisation magnétique des particules magnétiques. Ce travail de thèse 

pluridisciplinaire a peƌŵis aussi d͛iŶitieƌ diffĠƌeŶtes ĐollaďoƌatioŶs, ŶotaŵŵeŶt aǀeĐ des 

laďoƌatoiƌes du dĠpaƌteŵeŶt de l͛INAC ;IŶstitut NaŶosĐieŶĐes et CƌǇogĠŶieͿ du CEA de 

Grenoble présentées ci-dessous :  

- Le laboratoire CREAB (Chimie de reconnaissance et des assemblages biologiques) faisant 

paƌtie du seƌǀiĐe SP‘AM ;StƌuĐtuƌe et pƌopƌiĠtĠs d͛aƌĐhiteĐtuƌes ŵolĠĐulaiƌesͿ où a ĠtĠ 

développée et réalisée toute la biofonctionnalisation des particules magnétiques. 

- Le Laboratoire LAN (Lésions des Acides Nucléiques) faisant partie du service SCIB (Service 

de Chimie Inorganique et Biologique) où ont été réalisées la culture cellulaire, les 

eǆpĠƌieŶĐes d͛iŵŵuŶohistoĐhiŵie et la pƌĠpaƌatioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs pouƌ la ĐǇtoŵĠtƌie 
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eŶ fluǆ et eŶ gĠŶĠƌal toutes les eǆpĠƌieŶĐes iŵpliƋuaŶt l͛utilisation des cellules 

cancéreuses. 

Une autre collaboration a aussi été initiée avec le centre hospitalo-universitaire CHU de 

Grenoble (Laboratoire TIMC-TheREx (UMR 5525 CNRS-UJF), UFR de médecine), en particulier 

pour la mise à disposition de la lignée cellulaire du carcinome rénal humain et pour les 

eǆpĠƌieŶĐes de ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de l͛aŶtigğŶe ŵeŵďƌaŶaiƌe. 
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Chapitre 1. Généralités sur les particules magnétiques 

pour applications biotechnologiques 
 

1.1 Etat de l’art 

 

Les nanoparticules présentent des propriétés particulièrement intéressantes en raison de leur 

rapport d'aspect surface/volume élevé et des effets de taille finie voire quantiques qui 

apparaissent en réduisant leurs dimensions à des valeurs nanométriques.  

Les ŶaŶopaƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues soŶt d'uŶ gƌaŶd iŶtĠƌġt aujouƌd͛hui daŶs plusieuƌs disciplines; 

le stoĐkage ŵagŶĠtiƋue d͛iŶfoƌŵatioŶ, la ĐatalǇse, l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, les ďioteĐhŶologies et la 

médecine.  Des générations de nanoparticules se sont succédé au fur et à mesure des 

avancées des études, de multiples voies de synthèse ont été mises au point, ainsi que des 

méthodes de modification de la surface de ces nanoparticules. 

Parmi les applications actuelles, le domaine de la nano-médecine attire beaucoup d'attention 

en raison de la possibilité, grâce aux nanoparticules magnétiques, de cibler les organites ou 

les cellules à traiter et de ne délivrer le médicament qu'à cet endroit précis.  

BieŶ Ƌue la Ŷatuƌe du Đœuƌ ŵagŶĠtiƋue des paƌtiĐules soit l'ĠlĠŵeŶt pƌiŶĐipal motivant 

l'utilisation des nanoparticules magnétiques, il est indispensable de savoir que la taille et la 

morphologie des nanoparticules ont une grande influence sur les propriétés magnétiques de 

ces dernières. Le contrôle de ces deux paramètres fait depuis loŶgteŵps l͛oďjet de tƌğs 

nombreuses recherches menant au développement de nombreuses techniques de synthèse. 

Il existe deux grandes voies de synthèse des particules magnétiques ; « bottom-up » et « top-

down »  

Les méthodes de synthèse bottom-up metteŶt eŶ œuǀƌe des processus de nucléation et de 

croissance à partir d'atomes isolés, en transformant chimiquement un précurseur en 

particules métalliques. Ces techniques sont décrites brièvement dans le paragraphe suivant.  

Une des premières méthodes de synthèse est la méthode de co-précipitation, 14.  Elle consiste 

à faiƌe pƌĠĐipiteƌ eŶ phase aƋueuse uŶ ŵĠlaŶge stœĐhioŵĠtƌiƋue de FeϮ+ et Feϯ+ paƌ uŶe 

base. La taille des particules varie en fonction de la cinétique de réaction et varie 

généralement entre 5 et 20 Ŷŵ. L͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt ŵajeuƌ de Đette teĐhŶiƋue est l͛agrégation des 
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particules en fin de synthèse même si des améliorations à cette technique ont été rapportées 

en effectuant la réaction dans des milieux confinés 15 . 

Un certain nombre de techniques sont basées sur la décomposition thermique d'un 

précurseur organométallique. La synthèse a alors lieu dans un solvant organique porté à une 

haute température d'ébullition. Les nanoparticules obtenues par cette voie sont moins 

agglomérées que par la co-pƌĠĐipitatioŶ du fait de la pƌĠseŶĐe d͛uŶe ĐouĐhe oƌgaŶiƋue 

permettant d'assurer une stabilité de la suspension dans les solvants organiques. 

Enfin, à partir de la synthèse de toutes les méthodes de fabrication des nanoparticules 

magnétiques par la voie bottom up 16, il ressort que la co-précipitation est une méthode 

simple, mais qui ne permet qu'un faible contrôle de la composition et de la morphologie des 

nanoparticules. En revanche, la décomposition thermique semble offrir un meilleur contrôle 

de ces paramètres. Les microémulsions permettent la synthèse de nanoparticules 

monodisperses mais cette méthode exige une grande quantité de solvant. Finalement peu de 

bibliographie est disponible sur la synthèse hydrothermale qui reste une méthode 

relativement peu explorée pour la synthèse de nanoparticules magnétiques. 

Des nanoparticules ayaŶt uŶ foƌt ŵoŵeŶt ŵagŶĠtiƋue soŶt d͛uŶ gƌaŶd iŶtĠƌġt pouƌ diǀeƌses 

applications. En effet les particules hautement magnétiques génèrent de forts signaux 

magnétiques facilement détectables par des capteurs biomagnétiques, et facilitent la 

manipulation des particules magnétiques par de faibles champs magnétiques extérieurs, 

notamment pour la séparation par le tri magnétique.  

CeƌtaiŶs tƌaǀauǆ soŶt ĐoŶsaĐƌĠs à l͛ĠlaďoƌatioŶ de sphğƌes ŵagŶĠtiƋues de ǀoluŵes plus 

iŵpoƌtaŶts, paƌ l͛iŶtĠgƌatioŶ de Ŷoŵďƌeuses paƌticules superparamagnétiques dans de 

grandes matrices 17 de liguant. Cependant cette approche présente des limitations associées 

au contrôle de la dispersion, des propriétés magnétiques et du nombre de nanoparticules 

incluses dans une matrice.  

L͛utilisatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules d͛oǆǇde de feƌ supeƌpaƌaŵagŶĠtiƋues daŶs le doŵaiŶe 

biomédical est détaillée dans le paragraphe 1.4. 

Les méthodes de synthèse top-down ont récemment vu le jour, basées sur de nouvelles 

méthodes d'élaboration des particules magnétiques. Ces méthodes sont issues des techniques 

développées pour la microélectronique, issues de la technologie CMOS (Complementary 

Metal Oxide Semiconductor). Cette voie de synthèse est appelée « top-down » car fondée sur 

le dépôt de ŵatĠƌiauǆ ŵagŶĠtiƋues eŶ ĐouĐhes ŵiŶĐes ƌeĐouǀƌaŶt toute la suƌfaĐe d͛uŶ 
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substrat, sur lequel vont se succéder diverses étapes technologiques conduisant à la formation 

des nanoparticules. Cette approche « top-down » implique l͛utilisatioŶ de diffĠƌeŶtes 

techniques de lithographie, de pulvérisation cathodique de matériaux, lift-off, etc.  

Ainsi, de nouvelles générations de particules magnétiques ont été développées, avec des  

compositions et des propriétés magnétiques différentes de celles des oxydes de fer 

communément obtenues par voies chimiques.  

L͛appƌoĐhe top-down répond aux nouvelles exigences biotechnologiques. En effet, de récents 

travaux ont démontré la possibilité de fabriquer des nanoparticules de fortes aimantations, 

sans rémanence, monodisperses, et avec des propriétés magnétiques adaptables, en utilisant 

les techniques de lithographie 18 ou de nanoimpression 19. Des empilements de couches 

ferromagnétiques sont déposés, nanostructurés, suivis de la libération des nanoparticules en 

solution 18.  

Au laďoƌatoiƌe SpiŶteĐ, aiŶsi Ƌu͛à l͛AƌgoŶŶe NatioŶal LaďoƌatoƌǇ6, les études en cours utilisent 

les techniques de photolithographie - lithographie optique - pour la nanostructuration des 

particules. Technique bien connue en microélectronique, les formes des particules sont 

transférées depuis un masque vers le substrat par la création de motifs dans une résine 

photosensible insolée et développée. Une autre approche de fabrication des particules 

magnétique a été développée en utilisant la lithogƌaphie paƌ faisĐeau d͛ioŶ AAL ;IoŶ ďeaŵ 

aperture array lithography) 20. DaŶs Đette teĐhŶiƋue, uŶ laƌge faisĐeau d͛ioŶs d͛hĠliuŵ tƌaǀeƌse 

un masque en métal comportant un réseau d'ouvertures circulaires correspondant aux motifs 

ƌĠpĠtĠs des paƌtiĐules. L͛ĠĐhaŶtilloŶ est iŶsolĠ paƌ le laƌge faisĐeau d͛ioŶs énergétiques (5-8 

keV) servant à écrire les réseaux de motifs répétitifs des particules. Ensuite, les particules sont 

formées en évaporant du matériau magnétique suƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ stƌuĐtuƌĠ. 

Cette approche top-doǁŶ peƌŵet la faďƌiĐatioŶ d͛uŶ pƌeŵieƌ tǇpe de paƌtiĐules, appelĠes 

antiferromagnétiques synthétiques (SAF), constituées de couches ferromagnétiques séparées 

par un matériau non magnétique induisant un couplage antiparallèle entre aimantations des 

couches ferromagnétiques adjacentes.  Ces particules ont une rémanence nulle, et des 

susceptibilités et moments magnétiques largement plus élevés que ceux des particules 

superparamagnétiques (susceptibilités des centaines de fois plus grandes).  

Un second type de particules magnétiques a été fabriqué. Ces particules possèdent aussi une 

aimantation à saturation élevée et zéro rémanence, grâce à une configuration en vortex 

magnétique 21. Ces particules peuvent également être élaborées par lithographie optique, et 
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soŶt ĐoŵposĠes d͛uŶe ĐouĐhe feƌƌoŵagŶĠtiƋue uŶiƋue. Elles oŶt eŶ gĠŶĠƌal uŶe foƌŵe de 

disque dont les dimensions (diamètre et épaisseur) sont choisies pour favoriser la formation 

du vortex magnétique.  

De plus, gƌâĐe à l͛appƌoĐhe top-down, les particules magnétiques peuvent posséder une 

anisotropie magnétique importante, en particulier anisotropie de forme due à leur faibles 

Ġpaisseuƌs ĐoŶseƌǀaŶt leuƌ aiŵaŶtatioŶ daŶs le plaŶ, leuƌ peƌŵettaŶt d͛osĐilleƌ efficacement 

sous des champs magnétiques alternatifs de faibles amplitudes 22. Ceci a ouvert la voie à de 

nouveaux essais de thérapies anti-cancéreuses 11. 

1.2 Particules magnétiques préparées par approche « top-

down » 

Les particules magnétiques utilisées dans cette thèse ont été élaborées au laboratoire 

SPINTEC. La fabrication des particules magnétiques a été réalisée dans une des salles blanches 

du CEA de Grenoble appelée la plateforme technologique amont (PTA). Ci-dessous, nous 

alloŶs doŶŶeƌ uŶ apeƌçu et des ŶotioŶs gĠŶĠƌales des teĐhŶiƋues utilisĠes pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ 

des particules. 

 Lithographie:

La lithographie est utilisée pour reproduire le dessiŶ d͛uŶ ŵotif suƌ uŶ suďstƌat à tƌaǀeƌs uŶe 

résine. Il existe des lithographies optiques, électroniques ou par nanoimpression.  

Concernant la lithographie optique, un rayonnement lumineux irradie une résine 

photosensible, traversant un masque portant le modèle des structures que l'on souhaite 

produire. Cette technique est couramment adaptée à la réalisation de motifs de dimensions 

ŵiŶiŵales de l͛oƌdƌe du ŵiĐƌoŶ ou Ϭ.ϴ µŵ. 

La lithographie électronique est une lithographie sans masque où un faisceau électronique 

programmé balaye directement la suƌfaĐe d͛uŶe ƌĠsiŶe ĠleĐtƌoseŶsiďle, et Ǉ dessiŶe les ŵotifs 

souhaités. Cette technique permet d'atteindre des résolutions de l'ordre du nanomètre, mais 

aǀeĐ des ǀitesses d͛ĠĐƌituƌe tƌğs leŶtes. 

Une autre techniƋue eǆiste pouƌ lithogƌaphieƌ uŶe ƌĠsiŶe, il s͛agit de la ŶaŶoiŵpƌessioŶ 23. 

Celle-ci requiert la pƌoduĐtioŶ ŶoŶ pas d͛uŶ ŵasƋue, ŵais d'uŶ ŵoule comprenant en relief le 

motif que l'on cherche à transférer sur le substrat par la pression du relief dans une résine 
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thermoplastique chauffée. Les résolutions atteintes par cette technique sont fixées par la 

ƌĠsolutioŶ du ŵoule et il seƌait possiďle d͛atteiŶdƌe des diŵeŶsioŶs ŶaŶoŵĠtƌiƋues. 

 Dépôt de matériaux:

Les dépôts métalliques sont utilisés dans tous les procédés de réalisation de composants 

électroniques, de dispositifs microfluidiques et aussi pour des réalisations destinées aux 

applications biomédicales telles que les biopuces, les biocapteurs ou encore les 

micro/nanoparticules. BieŶ Ƌu͛il eǆiste uŶe ŵultitude de teĐhŶiƋues pour le dépôt des 

matériaux sur les substrats structurés, nous nous intéresserons dans ce manuscrit aux 

teĐhŶiƋues utilisĠes pouƌ le dĠpôt des ĐouĐhes ŵiŶĐes utilisĠes pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ des 

paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues, à saǀoiƌ la pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue et l͛Ġǀaporation thermique.  

La pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue est ďasĠe suƌ la ĐƌĠatioŶ d͛uŶ plasŵa d͛aƌgoŶ, eŶtƌe la Điďle 

foƌŵĠe du ŵatĠƌiau à dĠposeƌ et situĠe suƌ la Đathode, et le suďstƌat suƌ l͛aŶode. Les 

particules énergétiques produites (Ar+) servent à pulvériser la cible sur laquelle se trouve le 

matériau à déposer. Les ions Ar+ arrachent des atomes de la surface de la cible, dont une 

paƌtie se ĐoŶdeŶse à la suƌfaĐe du suďstƌat suƌ l͛aŶode. Le ŵatĠƌiau à dĠposeƌ peut ġtƌe uŶ 

alliage, un métal, ou un matériau isolant.  

La deuǆiğŵe teĐhŶiƋue ŵise eŶ œuǀƌe pouƌ le dĠpôt des ĐouĐhes ŵiŶĐes est l͛ĠǀapoƌatioŶ. 

Elle est réalisée dans une enceinte distincte de celle de pulvérisation cathodique. Le dépôt par 

évaporation consiste à chauffer par un canon à électron un matériau placé dans un creuset 

créant ainsi une vapeur atomique. Cette vapeur se condense à la surface du substrat ayant 

une température moins élevée. Il est possiďle d͛Ġǀapoƌeƌ des ŵĠtauǆ, des alliages, des isolaŶts 

et des matériaux magnétiques. 

 Lift-off

Ce pƌoĐĠdĠ ĐoŶsiste à iŵŵeƌgeƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ daŶs uŶ solǀaŶt afiŶ de dissoudƌe la ƌĠsiŶe 

préalablement structurée, éliminant de ce fait le matériau indésirable déposé sur cette résine, 

pour ne conserver que les motifs de matériau déposé sur le substrat. Le procédé de fabrication 

peut également impliquer plusieurs étapes de lift-offs réalisées avec des couches de 

différentes résines sensibles à différents solvants. 

Le procédé que nous avons utilisé comprend deux lift-offs, l͛uŶ destiŶĠ à stƌuĐtuƌeƌ les 

nanopartiĐules, l͛autƌe destiŶĠ à liďĠƌeƌ les ŶaŶopaƌtiĐules aiŶsi foƌŵĠes eŶ solutioŶ.  Cette 
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méthode permet de détacher complétement les structures réalisées de leur substrat. Nous 

reviendrons plus en détail sur notre procédé de fabrication des nanoparticules plus loin dans 

ce manuscrit. 

 

 Gravure  

Une des étapes importantes de tout procédé technologique est la gravure, celle-ci consiste à 

enlever du matériau de l͛échantillon. Pour ce faire, deux approches existent ; la gravure 

huŵide Ƌui se fait paƌ l͛utilisatioŶ d͛uŶ ďaiŶ de ƌĠaĐtifs ĐhiŵiƋues attaquant le matériau à 

gƌaǀeƌ. La gƌaǀuƌe sğĐhe ŵet eŶ œuǀƌe des plasŵas.  

Concernant la gravure sèche, celle-ci peut être purement physique comme dans une gravure 

IBE (Ion Beam Etching) où le ŵatĠƌiau à gƌaǀeƌ est aƌƌaĐhĠ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ l͛effet phǇsiƋue 

du ďoŵďaƌdeŵeŶt d͛ioŶs foƌteŵeŶt ĠŶeƌgĠtiƋues. Mais souvent, la gravure fait intervenir 

deux effets complémentaires ; l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le ŵatĠƌiau à gƌaǀeƌ aǀeĐ les espğĐes 

réactives générées dans un plasma, et la pulvérisation du matériau par bombardement 

ionique. Cette gravure est appelée R.I.E. (Reactive Ion Etching en anglais). Les profils de 

gƌaǀuƌe oďteŶus paƌ ‘IE peuǀeŶt ġtƌe isotƌopes ;pƌofile seŵi sphĠƌiƋue ƌĠsultat d͛uŶe gƌavure 

dans toutes les directions) ou anisotropes (profils verticaux). 

Toutes ces technologies ont été utilisées pour mettre en place le procédé de réalisation des 

particules magnétiques par voie top-down. Le détail de ces procédés est expliqué dans le 

deuxième chapitre et en annexe. 

1.2.1 Particules antiferromagnétiques synthétiques 

 

Les particules antiferromagnétiques synthétiques (SAF) ont été réalisées à partir 

d͛eŵpileŵeŶts de ĐouĐhes ŵagŶĠtiƋues destiŶĠs au pƌĠalaďle à des appliĐatioŶs tƌğs 

différentes de la biologie et de la médecine. En effet, ces matériaux étaient utilisés dans 

diffĠƌeŶts dispositifs d͛ĠleĐtƌoŶiƋue de spiŶ utilisĠs ŶotaŵŵeŶt daŶs les teĐhŶologies de 

l͛eŶƌegistƌeŵeŶt ŵagŶĠtiƋue, eŶ paƌtiĐulieƌ daŶs les tġtes de leĐtuƌes pouƌ les disƋues durs 

magnétiques ou dans les mémoires magnétiques.  
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 Généralités sur les matériaux ferromagnétiques et antiferromagnétiques :

Dans un matériau ferromagnétique, des interactions purement quantiques dues aux spins des 

électrons tendent à aligner les moments magnétiques dans une même direction. Cet 

aƌƌaŶgeŵeŶt peut se faiƌe spoŶtaŶĠŵeŶt eŶ l͛aďseŶĐe d͛uŶ Đhaŵp eǆtĠƌieuƌ H.  

Concernant les matériaux antiferromagnétiques, des sous-réseaux de spins sont orientés de 

manière antiparallèle. Quand la somme des moments parallèles et antiparallèles est nulle, on 

paƌle d͛aŶtifeƌƌoŵagŶĠtisŵe. Là eŶĐoƌe, il s'agit de ŵatĠƌiauǆ ŵagŶĠtiƋueŵeŶt oƌdoŶŶĠs, 

consistant en des réseaux d'aimantation égale, mais de direction opposée. Ces deux 

configurations sont illustrées sur la Figure 1. 

Figure 1. SĐhĠŵa ƌepƌĠseŶtaŶt l͛oƌieŶtatioŶ des spiŶs daŶs ;AͿ uŶ ŵatĠƌiau feƌƌoŵagŶĠtiƋue, ici en 

configuration monodomaine et (B) un matériau antiferromagnétique. 

Les particules SAF sont basées sur des empilements  de couches ferromagnétiques [FM] 

minces séparées par une fine couche de matériau non magnétique [NM] apte à induire un 

couplage antiparallèle entre les aimantations des couches FM adjacentes. Cette configuration 

crée artificiellement un matériau antiferromagnétique synthétique. Ces interactions entre 

couches FM à travers les couches NM sont dues à des phénomènes de polarisation des 

électrons dans la couche NM au contact des couches FM induisant un couplage de type 

échange. Plusieurs types de couplage peuvent exister entre deux couches ferromagnétiques 

sĠpaƌĠes paƌ uŶe ĐouĐhe ŶoŶ ŵagŶĠtiƋue. Il s͛agit iĐi d͛uŶ Đouplage de tǇpe ‘KKY ;Ruderman-

Kittel-Kasuya-Yoshida) 24. 

 Couplage RKKY :

Le couplage RKKY est un effet purement quantique. Au contact des couches 

ferromagnétiques, les électrons de la couche séparatrice non magnétique acquièrent une 

polarisation en spin. Cette polarisation favorise un alignement des spins des couches 

A B 
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magnétiques en interaction ferromagnétique ou antiferromagnétique. Cette interaction est 

dĠpeŶdaŶte de l͛Ġpaisseuƌ de la ĐouĐhe sĠpaƌatƌiĐe ŶoŶ ŵagŶĠtiƋue Đoŵŵe ŵoŶtƌĠ suƌ la 

figure 3 et oscille en décroissant entre ferromagnétique (favorisant un alignement parallèle 

des aimantations) et antiferromagnétique (favorisant un alignement antiparallèle des 

aimantations). 

Figure 2. IŶteƌaĐtioŶ d͛ĠĐhaŶge ‘KKY eŶtƌe deuǆ ĐouĐhes magnétiques de cobalt séparées par une 
couche non magnétique: le ruthenium. Figure extraite de la référence 25.

Une étude préliminaire réalisée au laboratoire SPINTEC a visé à réaliser des particules SAF, et 

étudier le phénomène d'agglomération et de dispersion de ces particules SAF, selon leur 

susceptibilité magnétique 12. Tout en gardant une sensibilité beaucoup plus élevée que celle 

des nanoparticules conventionnelles, les phénomènes d'agglomération peuvent être évités en 

champ magnétique nul.  

Une étude, détaillée dans le deuxième chapitre, a montré que le procédé de fabrication des 

particules SAF est très sensible aux variations de rugosité des surfaces de départ. En effet, une 

ƌugositĠ tƌop iŵpoƌtaŶte peut ĐoŶtƌaƌieƌ la ŵaîtƌise de l͛Ġpaisseuƌ de l͛espaĐeuƌ [NM] ‘u, 

pouvant affecter le couplage RKKY entre les couches [FM] de NiFe, et pƌoǀoƋueƌ l͛appaƌitioŶ 

d͛uŶe aiŵaŶtatioŶ ƌĠŵaŶeŶte ŶoŶ Ŷulle Ƌui eŶtƌaiŶe l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules liďĠƌĠes 

en solution.  

Pouƌ s͛affƌaŶĐhiƌ de l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules iŶduite paƌ la foƌte ƌugositĠ, Ŷous aǀoŶs 

réalisé des particules avec une configuration en vortex magnétique. Ces nouvelles particules 

sont ĐoŶstituĠes d͛uŶe ĐouĐhe uŶiƋue de NiFe ƌelatiǀeŵeŶt ŵoiŶs seŶsiďle à Đette ƌugositĠ, 
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et de ce fait, les conditions de dispersion de ces particules sont moins drastiques que pour les 

particules SAF.  

1.2.2 Particules en vortex magnétique. 

Cette partie a pour objectif la définition des vortex magnétiques, la description de leurs 

dimensions caractéristiques, leurs propriétés physiques en particulier leur réponse aux 

champs magnétiques extérieurs. 

 Configurations magnétiques possibles de micro/nanocylindres magnétiques :

Dans un matériau magnétique doux (à faible champ coercitif), les spins peuvent se disposer 

de façoŶ à aǀoiƌ des ĐoŶfiguƌatioŶs ŶoŶ uŶifoƌŵes peƌŵettaŶt de ŵiŶiŵiseƌ l͛ĠŶeƌgie 

ŵagŶĠtiƋue totale du sǇstğŵe, paƌ uŶe ƌĠduĐtioŶ de l͛ĠŶeƌgie ŵagŶĠtostatiƋue eŶ ďouĐlaŶt 

le fluǆ ŵagŶĠtiƋue, saŶs Đoût tƌop iŵpoƌtaŶt eŶ ĠŶeƌgie d͛ĠĐhaŶge. DaŶs des Đas de foƌŵes et 

dimensions favorables de la particule magnétique, décrits ci-dessous, ces configurations 

ŵagŶĠtiƋues s͛ageŶĐeŶt eŶ «touƌďilloŶs ŵagŶĠtiƋues» appelĠs ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋue. 

Pour cela, les paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues soŶt tout d͛aďoƌd de diŵeŶsioŶs suffisaŵŵeŶt petites 

(par exemple surfaces microniques ou submicroniques), pour ne pas engendrer les 

configurations en « multidomaines magnétiques » - séparés par des parois-, bien connues 

pour les échantillons ferromagnétiques.   

La ǀisualisatioŶ d͛uŶ ǀoƌteǆ daŶs des plots ĐiƌĐulaiƌes a ĠtĠ oďseƌǀĠe pouƌ la pƌeŵiğƌe fois eŶ 

l͛aŶ ϮϬϬϬ paƌ T.ShiŶjo 26. DaŶs Đette Ġtude, l͛iŵageƌie MFM ;MiĐƌosĐope à FoƌĐe MagŶĠtiƋueͿ 

visualise la structure en vortex de disques minces de permalloy, de diamètres 300 nm à 1 µm 

et d͛Ġpaisseuƌ ϱϬ Ŷŵ, ŵoŶtƌaŶt eŶ leuƌs ĐeŶtƌes les Đœuƌs de ǀoƌteǆ. EŶ effet daŶs uŶe 

structure en vortex, la distribution des spins est en rotation dans le plan avec une fermeture 

du flux magnétique 27,  sauf au centre, où l'aimantation pointe hors du plan. Cette région, 

appelĠe Đœuƌ du ǀoƌteǆ, a uŶ diaŵğtƌe doŶŶĠ paƌ la loŶgueuƌ d͛ĠĐhaŶge du ŵatĠƌiau 

;loŶgueuƌ ĐaƌaĐtĠƌisaŶt l͛ĠƋuiliďƌe eŶtƌe l͛ĠŶeƌgie d͛ĠĐhaŶge et l͛ĠŶeƌgie dĠŵagŶĠtisaŶteͿ 

tǇpiƋueŵeŶt de ϱ à ϭϬ Ŷŵ eŶǀiƌoŶ pouƌ des ŵatĠƌiauǆ Đoŵŵe le NiFe. L͛aiŵaŶtatioŶ 

ŵaĐƌosĐopiƋue gloďale des ǀoƌteǆ est ƋuasiŵeŶt Ŷulle eŶ Đhaŵp Ŷul, et l͛appliĐatioŶ d͛uŶ 

Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue eǆtĠƌieuƌ Ŷ͛eŶgeŶdƌe pas d͛hǇstĠƌĠsis, tout au ŵoiŶs daŶs toute uŶe 

ƌĠgioŶ de Đhaŵps ŵodĠƌĠs daŶs laƋuelle le ǀoƌteǆ se dĠfoƌŵe ƌĠǀeƌsiďleŵeŶt saŶs s͛aŶŶihileƌ. 
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La foƌŵe et les diŵeŶsioŶs de l͛ĠĐhaŶtilloŶ ŵagŶĠtiƋue soŶt iŵpoƌtaŶtes pouƌ la foƌŵatioŶ 

des vortex à champ nul. Le cylindre ou « disque » est la forme propice. Elle est caractérisée 

paƌ deuǆ diŵeŶsioŶs : le ƌaǇoŶ et l͛Ġpaisseuƌ. DaŶs le Đas d͛uŶ disƋue de ƌaǇoŶ ‘ et d͚Ġpaisseuƌ 

L, l͛Ġtat ŵagŶĠtiƋue staďle du disƋue présente plusieurs configurations magnétiques possibles 

bien distinctes selon le choix des dimensions et de la géométrie, comme le montre la Figure 3 

avec des zones limites où deux configurations cohabitent pour une même géométrie. La 

ĐoŶfiguƌatioŶ eŶ ǀoƌteǆ Ŷe se foƌŵe pas daŶs les plus petites diŵeŶsioŶs du disƋue, Đ͛est-à-

diƌe si l͛uŶe est iŶfĠƌieuƌe à la loŶgueuƌ d͛ĠĐhaŶge ‘0, caractéristique du matériau 

ferromagnétique. Dans ce cas où R < R0 ou L < R0, correspondant aux disques magnétiques les 

plus petits, où l͛ĠŶeƌgie d͛ĠĐhaŶge deǀieŶt pƌĠpoŶdĠƌaŶte, les Ġtats ŵagŶĠtiƋues staďles soŶt 

des monodomaines magnétiques (aimantation quasi-uniforme) avec deux directions possibles 

: planaires ou perpendiculaires au plan du disque, selon le ƌappoƌt d͛aspeĐt β=L/‘. Pour ces 

disques aux plus petites diŵeŶsioŶs, l͛aiŵaŶtatioŶ uniforme est daŶs le plaŶ pouƌ β<ϭ.ϴϭ 28  

et hoƌs du plaŶ ;peƌpeŶdiĐulaiƌe au plaŶ du ĐǇliŶdƌeͿ pouƌ β>ϭ.ϴϭ : L/R = 1.81 étant la valeur 

ĐƌitiƋue de staďilitĠ de l͛aiŵaŶtatioŶ daŶs le plaŶ, au-delà pour L/R > 1.81, l͛aiŵaŶtatioŶ 

s͛oƌieŶte peƌpeŶdiĐulaiƌeŵeŶt au plaŶ du disƋue. Elle doŶŶe lieu eŶ paƌtiĐulieƌ auǆ Ġtats eŶ 

fleuƌs ;floǁeƌ statesͿ seŵďlaďles à des ŵoŶodoŵaiŶes peƌpeŶdiĐulaiƌes s͛ĠǀasaŶt suƌ les 

bords du cylindre. 

Les ǀoƌteǆ Ŷ͛apparaissent que pour des cylindres ou disques aux dimensions plus larges, et 

loƌsƋue le ƌaǇoŶ ‘ deǀieŶt supĠƌieuƌ à uŶ ƌaǇoŶ ĐƌitiƋue ‘Đ dĠpeŶdaŶt de l͛Ġpaisseuƌ.  La 

configuration en vortex magnétique est alors énergétiquement plus favorable Ƌu͛uŶ Ġtat eŶ 

fleuƌ ;floǁeƌ stateͿ. Le ďasĐuleŵeŶt d͛uŶ Ġtat à l͛autƌe ĠtaŶt dû à la compétition entre 

l͛ĠŶeƌgie d͛ĠĐhaŶge et l͛ĠŶeƌgie dipolaiƌe, l͛ĠŶeƌgie d͛aŶisotƌopie ŵagŶĠtoĐƌistalliŶe ĠtaŶt iĐi 

négligée. Ces configurations ont été démontrées analytiquement 29 et expérimentalement 21 

30. 

Pouƌ des ĐǇliŶdƌes de petits ƌaǇoŶs, pƌoĐhes du ƌaǇoŶ du Đœuƌ de ǀoƌteǆ, Il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ 

Ƌu͛il eǆiste uŶe ǀaƌiatioŶ ĐoŶtiŶue de la distƌiďutioŶ d͛aiŵaŶtatioŶ loƌsƋu͛oŶ dĠĐƌoit le ƌaǇoŶ 

du ĐǇliŶdƌe, daŶs la tƌaŶsitioŶ de l͛Ġtat d͛aiŵaŶtatioŶ ŶoŶ uŶifoƌŵe du ǀoƌteǆ ǀeƌs uŶ Ġtat 

quasi-uŶifoƌŵe peƌpeŶdiĐulaiƌe de l͛aiŵaŶtatioŶ 31. Plus globalement, selon la valeur de ces 

dimensions, différents arrangements magnétiques peuvent être observés comme montré sur 

le diagramme ci-dessous extrait de la référence 28.  
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Figure 3. Diagramme représentant les différents états magnétiques métastables observés dans une 

structure ferromagnétique douce en fonction de son épaisseur et du rayon, figure extraite de la 

référence 28   

Le diagramme montre trois états magnétiques stables : état vortex, état quasi-uniforme dans 

le plan, et quasi-uniforme hors du plan. Au-dessus de la zoŶe haĐhuƌĠe, l͛Ġtat ǀoƌteǆ est plus 

favorable énergétiquement, la région de bi-staďilitĠ eŶtƌe l͛Ġtat ǀoƌteǆ et les Ġtats Ƌuasi-

uniformes est représenté par la zone hachurée. 

En conclusion, un vortex magnétique est défini comme une distribution en tourbillon de 

l͛aiŵaŶtatioŶ ĐoŶtƌaiŶte daŶs le plaŶ d͛uŶe stƌuĐtuƌe feƌƌoŵagŶĠtiƋue douĐe, avec une région 

au ĐeŶtƌe où l͛aiŵaŶtatioŶ poiŶte hoƌs du plaŶ appelĠe Đœuƌ du ǀoƌteǆ.  

Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux susceptibilités des vortex 

magnétiques en fonction de leur rapport d͛aspeĐt aiŶsi Ƌu͛à leuƌ ƌĠpoŶse auǆ Đhaŵps 

magnétiques extérieurs. Le couple magnétique que peuvent délivrer les particules en vortex 

magnétique a été calculé analytiquement. Le phĠŶoŵğŶe d͛auto-polarisation relié à 

l͛aggloŵĠƌatioŶ des ŵiĐƌo-vortex magnétiques en suspension dans une solution aqueuse a 

aussi été étudié 

 Cycles d’hysteresis de vortex magnétiques : 

Bien que ce soit une structure à base de matĠƌiau feƌƌoŵagŶĠtiƋue, le ĐǇĐle d͛hǇstĠƌĠsis d͛uŶ 

ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋue pƌĠseŶte des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues paƌtiĐuliğƌes. La ƌĠpoŶse d͛uŶ ǀoƌteǆ auǆ 
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champs magnétiques appliqués dans le plan a été caractérisée entre autre par des mesures 

magnéto-optiques 21. Dans une structure cylindrique favorisaŶt l͛Ġtat ŵagŶĠtiƋue ǀoƌteǆ à 

Đhaŵp Ŷul, l͛Ġtat ŵagŶĠtiƋue ƌĠŵaŶeŶt à Đhaŵp Ŷul a uŶe sǇŵĠtƌie ĐǇliŶdƌiƋue, le Đœuƌ de 

vortex étant centré et  le ǀoƌteǆ Ŷ͛aǇaŶt pas d͛aimantation rémanente dans le plan.   

LoƌsƋu͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue faiďle est appliƋuĠ, le Đœuƌ du ǀoƌteǆ se dĠplaĐe 

progressivement et perpendiculairement à la direction du champ appliqué. La partie centrale 

du ĐǇĐle autouƌ de zĠƌo est liŶĠaiƌe et ƌĠǀeƌsiďle, Đe Ƌui tƌaduit uŶ dĠplaĐeŵeŶt du Đœuƌ de 

vortex linéaire et réversible à de faibles champs, dans une direction transverse au champ 

appliƋuĠ. LoƌsƋue le Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue augŵeŶte jusƋu͛à uŶe ĐeƌtaiŶe ǀaleuƌ appelĠe Đhaŵp 

d͛aŶŶihilatioŶ, le ǀoƌteǆ est ĠjeĐtĠ du ďoƌd du disƋue eŶ ŵġŵe teŵps Ƌue le disƋue atteiŶt sa 

saturation. Ensuite, si le champ diminue, le vortex se reforme à une valeur de champ appelée 

Đhaŵp de ŶuĐlĠatioŶ, Ƌui est iŶfĠƌieuƌ au Đhaŵp d͛aŶŶihilatioŶ. La Đouƌďe d͛hǇstĠƌĠsis 

caractéristique des vortex magnétiques est représentée dans le schéma ci-dessous (Figure 4). 

 

 

Figure 4. SĐhĠŵa du pƌoĐessus d͛aiŵaŶtatioŶ d͛uŶ ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋue eŶ foŶĐtioŶ du Đhaŵp 
magnétique appliqué : mesure de la Đouƌďe d͛hystérésis et ĐalĐul de l͛ĠǀolutioŶ du Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue 
d͛uŶ ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋue pouƌ uŶ disƋue eŶ peƌŵalloǇ d͛uŶ diaŵğtƌe e Ϭ.Ϯ ŵŵ et uŶe Ġpaisseuƌ de 
60nm. Figure extraite de la référence 32 

Les particules en vortex magnétique présentent de nombreux avantages pour des applications 

en biologie. En effet, grâce à leur aimantation nulle en champ extérieur nul, et leurs 

susceptibilités magnétiques bien adaptées, les particules en vortex magnétique ne 
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s͛aggloŵğƌeŶt pas eŶ solutioŶ, ŵais ƌĠpoŶdeŶt ďieŶ à l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue 

extérieur. Leur anisotropie de forme crée une certaine amplitude de mouvement en réponse 

à des  champs magnétiƋues alteƌŶatifs, peƌŵettaŶt d͛appliƋueƌ des Đouples suƌ des 

ŵeŵďƌaŶes ďiologiƋues. Les paƌtiĐules ǀoƌteǆ ĠtaŶt foƌŵĠes d͛uŶe ĐouĐhe uŶiƋue de 

matériau magnétique, les procédés de fabrication sont simplifiés, comparés à ceux des 

particules  en multicouches antiferromagnétiques synthétiques. Ne nécessitant pas le contrôle 

d͛Ġpaisseuƌ de ĐouĐhes ŶoŶ ŵagŶĠtiƋues ultƌa ŵiŶĐes telles Ƌue le ‘u de ƋuelƋues AŶgstƌöŵ 

des SAF, les paƌtiĐules ǀoƌteǆ soŶt ŵoiŶs eǆigeaŶtes eŶ teƌŵes de ƌugositĠ. De plus l͛aǀaŶtage 

de ces paƌtiĐules foƌŵĠes d͛uŶe seule ĐouĐhe ŵagŶĠtiƋue, est de pouǀoiƌ ġtƌe ƌĠalisĠes eŶ uŶ 

matériau magnétique biocompatible, tel que les oxydes de fer, notamment la magnétite, 

reconnue comme parfaitement non toxique et biocompatible pour les organismes. De telles 

particules ont été utilisées pour la première fois pour des applications biologiques sur des 

cellules cancéreuses avec succès 11 cette application est expliquée plus en détail dans le 

paragraphe 1.4.3.  

Dans notre étude, la présence de vortex magnétiques dans les particules élaborées en 

permalloy a été confirmée expérimentalement par des caractérisations magnétiques au VSM 

et par imagerie MFM sur des réseaux de particules fixées au substrat par la résine PMMA. 

Dans cette étude, nous avons étudié le comportement des particules en vortex magnétiques, 

en particulier leur agglomération ou leur dispersion une fois en suspension dans une solution 

aqueuse. Nous avons aussi étudié le couple magnétique que peuvent exercer ces particules 

suƌ les ŵeŵďƌaŶes ďiologiƋues suite à l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue eǆtĠƌieuƌ. Cette 

étude sera expliquée plus en détail dans le chapitre 2. 

1.3 Biofonctionnalisation de surface des particules magnétiques 

 

La fonctionnalisation de surface est défiŶie Đoŵŵe uŶe ŵodifiĐatioŶ ĐhiŵiƋue d͛uŶe suƌfaĐe 

ayant pour but de lui conférer des propriétés et des fonctions spécifiques. Ainsi des fonctions 

organiques peuvent être utilisées pour stabiliser les particules dans leur milieu, ou servir de 

poiŶts d͛aŶĐrage aux macromolécules biologiques (anticorps par exemple). Dans le cadre de 

Đette thğse, Ŷous Ŷ͛aďoƌdeƌoŶs Ƌue la foŶĐtioŶŶalisatioŶ des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues.   

Le gƌeffage de ŵolĠĐules oƌgaŶiƋues à la suƌfaĐe des paƌtiĐules d͛oǆǇdes de feƌ a ĠtĠ Ġtudié 

au départ pour stabiliser les suspensions colloïdales. Différents polymères tels que le PEG 
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polyéthylène glycol par exemple 33 ont été utilisés pour augmenter les interactions 

électrostatiques et l͛eŶĐoŵďƌeŵeŶt stérique interparticules pour la stabilisation des 

suspensions. 

Actuellement, de nouvelles fonctionnalisations orientées vers le domaine biomédical sont 

activement étudiées et utilisées dans plusieurs laboratoires de recherche. Plusieurs 

techniques ont été mises au point pour assurer une biocompatibilité et un greffage de 

molécules de vectorisation. Concernant les particules magnétiques, bien que les propriétés du 

Đœur magnétiques des particules soient l͛ĠlĠŵeŶt pƌiŵoƌdial motivaŶt le Đhoiǆ d͛uŶ tǇpe de 

particules, les propriétés de surfaces Ŷ͛eŶ sont pas moins importantes. C͛est eŶ effet suƌ la 

suƌfaĐe Ƌue tout l͛haďillage ŵolĠĐulaiƌe est conçu permettant les interactions entre les 

particules, les molécules biologiques et les cellules.  

 

1.3.1 Stratégies de modifications chimiques des surfaces des 

particules magnétiques 

 

La fonctionnalisation de surface comprend tout traitement entrainaŶt l͛adsoƌptioŶ d͛uŶ 

réactif à la surface. On distingue la chimisorption – « chemisorption » en anglais - (liaison du 

réactif à la surface par des liaisons covalentes) et la physisorption pour tous les autres types 

de liaisons.  

Il existe plusieurs voies de fonctionnalisation des particules magnétiques, nous allons en 

décrire les principales dans le paragraphe ci-dessous :  

 Couronne hydrophile : 

L͛eŶĐapsulatioŶ daŶs uŶe ĐouƌoŶŶe de ŵaĐƌoŵolĠĐules hǇdƌophiles permet de stabiliser les 

paƌtiĐules daŶs l͛eau paƌ le jeu de ƌĠpulsioŶ stĠƌiƋue et pƌoloŶgeƌ la duƌĠe de ǀie plasŵatiƋue 

des particules dans la circulatioŶ saŶguiŶe. Ces ŵaĐƌoŵolĠĐules peuǀeŶt ġtƌe d͛oƌigiŶe 

naturelle (dextran) ou des polymères synthétiques (polyéthylène glycol). Il existe plusieurs 

techniques permettant de recouvrir des particules par des molécules hydrophiles, les travaux 

de Lemarchand et al 34 ont permis de répertorier les méthodologies d͛ĠlaďoƌatioŶ de 

nanoparticules enrobées de molécules hydrophiles. 

 Coquille de silice : 

L͛eŶƌoďage paƌ la siliĐe pƌĠseŶte de Ŷoŵďƌeuǆ aǀaŶtages. D͛uŶe paƌt, la Đhiŵie de suƌfaĐe de 

la siliĐe est plus ĐoŶŶue Ƌue Đelle des oǆǇdes de feƌ, Đ͛est aloƌs la surface de celle-ci qui est 
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fonctionnalisée 35, de plus la silice présente un grand nombre de groupements OH en surface 

qui facilitent les interactions avec les ŵolĠĐules oƌgaŶiƋues. D͛autƌe paƌt, la ĐouĐhe de siliĐe 

diminue les interactions magnétiques par éloignement des noyaux magnétiques, ainsi que les 

interactions de Van Der Waals. 

 Monocouche auto assemblée :  

Les monocouches auto-assemblées de molécules organiques sont des assemblages 

ŵolĠĐulaiƌes Ƌui s͛oƌgaŶiseŶt spoŶtaŶĠŵeŶt suƌ les suƌfaĐes paƌ adsoƌptioŶ. DaŶs ĐeƌtaiŶs 

cas, les molécules possèdent un groupe fonctionnel qui a une forte affinité pour le substrat, 

et seƌǀeŶt à aŶĐƌeƌ d͛autƌes ŵolĠĐules sur cette surface. De telles architectures moléculaires 

sont appelées SAM (Self-Assembled Monolayer). 

Les SAM sont des constructions moléculaires auto-organisées par adsorption spontanée de 

molécules amphiphiles sur un substrat. Une molécule amphiphile, représentée 

schématiquement sur la Figure 5, est une molécule possédant à la fois un groupe hydrophile 

appelé « tête », un groupe hydrophobe, généralement représenté par une longue chaîne 

carbonée appelée « queue » avec à son extrémité la partie terminale. Les acteurs impliqués 

dans la formation des SAM sont variés ; des constructions de SAM peuvent être obtenues par 

l͛adsoƌptioŶ d͛oƌgaŶosilaŶes suƌ des suƌfaĐes hǇdƌoǆǇlĠes, les alĐaŶes thiols suƌ les ŵĠtauǆ 

Ŷoďles, et les aĐides ĐaƌďoǆǇliƋues suƌ les oǆǇdes d͛aƌgeŶt ou d͛aluŵiŶiuŵ, Đette liste Ŷ͛Ġtant 

pas eǆhaustiǀe. UŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛Ġtudes ĐoŶsaĐƌĠes à la Đhiŵie des SAM soŶt ƌĠpeƌtoƌiĠes 

dans la référence 36. 

Les molécules thiolées ont la propriété de s͛auto-assembler sur des métaux nobles pour 

former des SAM, comme schématisé dans la Figure 6. L͛adsoƌptioŶ des thiols est staďle et 

irréversible. Nous avons ainsi choisi d͛utiliseƌ Đe ŵode de foŶĐtioŶŶalisatioŶ pouƌ aĐĐƌoĐheƌ 

des biomolécules à la surface des particules magnétiques, après avoir inclus dans le procédé 

de faďƌiĐatioŶ uŶe Ġtape d͛ĠǀapoƌatioŶ d͛oƌ autouƌ des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues. 
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Figure 5. Représentation schématique d͛uŶe ŵolĠĐule aŵphiphile. 

 

La formation des SAM débute par une chimisorption sur la couche atomique supérieure du 

suďstƌat, suiǀie paƌ l͛oƌgaŶisatioŶ des ĐhaiŶoŶs alkǇles ĐhiŵisoƌďĠs paƌ des iŶteƌaĐtioŶs 

intermoléculaires 37, 36. 

                                         
 
Figure 6. SĐhĠŵa d͛uŶe ŵoŶoĐouĐhe auto-asseŵďlĠe de ŵolĠĐules thiolĠes suƌ uŶ suďstƌat d͛oƌ. 
Figure extraite de la référence 36 

 

Dans le cadre de cette thèse, nous ne détailleƌoŶs Ƌue les pƌopƌiĠtĠs des SAM d͛alkǇles thiols 

iŵŵoďilisĠs suƌ uŶ suďstƌat d͛oƌ daŶs le tƌoisiğŵe Đhapitƌe de Đe ŵaŶusĐƌit. 

1.4 Utilisation des particules magnétiques dans le traitement des 

tumeurs 

 

Les nanoparticules magnétiques ont des applications diverses dans les domaines de la biologie 

et de la médecine. L͛iŶtĠƌġt d͛utiliseƌ de telles ŶaŶopaƌtiĐules réside en la possibilité de les 

manipuler à distance de façon non invasive paƌ l͛appliĐatioŶ de Đhaŵps ŵagŶĠtiƋues 

eǆtĠƌieuƌs. D͛iŵpoƌtaŶtes appliĐatioŶs ŵĠdiĐales iŶĐlueŶt l͛utilisatioŶ des paƌtiĐules 

magnétiques en imagerie eŶ taŶt Ƌu͛agents de contraste pouƌ l͛IRM (Imagerie par résonance 
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magnétique), en clinique comme agents contre les occlusions vasculaires, comme sources de 

chaleur localisées daŶs l͛hǇpeƌtheƌŵie, Đoŵŵe ǀeĐteuƌs de ŵolĠĐules thĠƌapeutiƋues, tels 

que les agents transfectants (magnétofection), ou les agents de séparation de molécules, etc.   

Le sujet de Ŷotƌe Ġtude est ĐoŶsaĐƌĠ à l͛uŶe des plus récentes applications, ayant pour objectif 

la destruction ciblée de cellules cancéreuses par vibrations magnétomécaniques. Nous allons 

tout d͛aďoƌd détailler les principales applications citées ci-dessus dans les paragraphes 

suivants. 

 Vectorisation de molécules thérapeutiques :  

Les médicaments anticancéreux sont toxiques 38. En détruisant les cellules malades ces 

derniers atteignent aussi des cellules saines. Le challenge des travaux de recherche actuels 

dans les thérapies anticancéreuses est de pouvoir mettre en place un traitement capable de 

libérer le médicament uniquement dans la zone malade en ĠpaƌgŶaŶt le ƌeste de l͛oƌgaŶisŵe. 

Le ciblage magnétique permet la concentration des médicaments dans la seule zone à traiter 

définie à l'aide d'un fort champ magnétique extérieur. Pour cette application, un médicament 

sélectionné est associé à un élément magnétiquement actif convenable. Typiquement un 

Đœuƌ ŵagŶĠtiƋue eŶ oǆǇde de feƌ ƌeĐouǀeƌt paƌ uŶ polǇŵğƌe ďioĐoŵpatiďle suƌ leƋuel soŶt 

fixées les molécules thérapeutiques actives. Ces éléments sont inclus dans une formulation 

pharmacologiquement stable, puis injectés dans l'artère alimentant le tissu tumoral en 

présence d'un champ magnétique extérieur avec l'intensité du champ et le gradient suffisant 

pour retenir les particules magnétiques au niveau du site cible, où les molécules actives sont 

alors libérées. 

Plus ƌĠĐeŵŵeŶt, des ŶaŶopaƌtiĐules d͛oǆǇde de feƌ ;Fe2O3) superparamagnétiques appelées 

SPIONS (Superparamagnetic iron oxide nanoparticles) oŶt ĠtĠ ƌeĐouǀeƌtes d͛uŶe ŵeŵďƌaŶe 

de liposomes (phospholipides naturels présents dans les membranes des cellules). Les SPIONs 

s͛ĠĐhauffeŶt paƌ uŶ pƌiŶĐipe eǆpliƋuĠ daŶs le paƌagƌaphe dĠĐƌiǀaŶt l͛hǇpeƌtheƌŵie, la 

ŵeŵďƌaŶe deǀieŶt aloƌs peƌŵĠaďle sous l͛effet de la Đhaleuƌ Đe Ƌui peƌŵet de liďĠƌeƌ le 

médicament. Les SPIONS étant aussi utilisés comme agents de contraste en imagerie par 

résonance magnétique (IRM), cela ouvre la possibilité de pouvoir suivre les SPIONs et de 

Ŷ͛aĐtiǀeƌ la liďĠƌatioŶ de ŵĠdiĐaŵeŶt Ƌu͛uŶe fois Ƌu͛elles oŶt atteiŶt leuƌ Điďle 39.  
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 Ingénierie tissulaire : 

L͛iŶgĠŶieƌie tissulaiƌe seŵďle ġtƌe une technique très prometteuse en médecine régénérative. 

Comme les cellules marquées avec des particules magnétiques peuvent être manipulées avec 

uŶ aiŵaŶt, uŶe Ŷouǀelle ŵĠthodologie de sǇŶthğse tissulaiƌe ŵettaŶt eŶ œuǀƌe des foƌĐes 

magnétiques et des particules magnétiques fonctionnalisées a été proposée40. Le principe 

ƌepose suƌ la Đultuƌe des Đellules d͛iŶtĠƌġt eŶ pƌĠseŶĐe de ŶaŶopaƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues daŶs 

le milieu environnant afin que les cellules les internalisent au fur et à mesure des divisions. 

UŶe fois Ƌue les Đellules s͛oƌgaŶiseŶt eŶ stƌuĐtuƌe ŵultiĐellulaiƌe, uŶ aiŵaŶt seƌǀiƌa à ƌĠĐolteƌ 

cet agrégat. Cette technique a déjà été appliquée à des cellules souches mésenchymateuses 

humaines et à des cellules épithéliales de pigment rétinien, avec des résultats prometteurs 

pour la médecine régénérative. 

 Hyperthermie : 

L͛hǇpeƌtheƌŵie ĐoŶsiste à Đhauffeƌ loĐaleŵeŶt uŶe tuŵeuƌ à uŶe teŵpĠƌatuƌe de l͛oƌdƌe de 

42°C à 46°C afin de la dĠtƌuiƌe paƌ l͛aĐtioŶ de la Đhaleuƌ, ou la rendre plus sensible aux 

tƌaiteŵeŶts paƌ ƌadios et ĐhiŵiothĠƌapies. Cet ĠĐhauffeŵeŶt se fait ǀia l͛utilisatioŶ de 

ŶaŶopaƌtiĐules supeƌpaƌaŵagŶĠtiƋues et l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue eǆtĠƌieuƌ. 

Pour une utilisation thérapeutique, les nanoparticules doivent être accumulées dans la zone 

tumorale, puis excitées par un champ magnétique alternatif, cette technique est expliquée 

plus en détail dans la partie suivante (Hyperthermie) 

 Magnétofection :  

La magnétofection est définie comme le transport de ďioŵolĠĐules sous l͛iŶflueŶĐe d͛uŶ 

champ magnétique agissant sur les nanoparticules magnétiques portant les vecteurs 

géniques. Une des principales étapes limitantes dans le transport des acides nucléiques est la 

ŵise eŶ ĐoŶtaĐt du ǀeĐteuƌ poƌtaŶt l͛ADN aǀeĐ sa Điďle Đaƌ il s͛agit d͛uŶ pƌoĐessus se dĠƌoulaŶt 

par diffusion passive. Pouƌ Đette ƌaisoŶ, d͛autƌes teĐhŶiƋues de tƌaŶsfeĐtioŶ oŶt ĠtĠ 

développées utilisant des forces magnétiques permettant de concentrer rapidement les 

sĠƋueŶĐes d͛ADN daŶs les Đellules/organes cibles 41,42. Avec cette méthode, l'architecture de 

la membrane reste intacte contrairement à d'autres méthodes physiques de transfection 

entrainant des dommages tels Ƌue l͛appliĐatioŶ des chocs électriques au niveau des 

membranes cellulaires entrainant la création de trous. Une fois concentrées à la surface des 
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cellules, les nanoparticules sont internalisées selon différents processus biologiques 43. Une 

fois les acides nucléiques libérés dans le cytoplasme, les nanoparticules sont dissociées de 

l͛ADN Ƌui est ǀĠhiĐulĠ ǀeƌs le ŶoǇau. Les premières expériences de magnétofection étaient 

réalisées avec des paƌtiĐules Đolloïdales d͛oǆǇdes de feƌ et de polǇŵğƌes du ĐoŵŵeƌĐe, 

ĠlaďoƌĠes paƌ ǀoie ĐhiŵiƋue. D͛autƌes paƌtiĐules ĠlaďoƌĠes paƌ photolithogƌaphie eŶ utilisaŶt 

un moule ont aussi été utilisées pour la transfection avec succès dans les cellules. La 

magnétofeĐtioŶ a pouƌ ďut d͛augŵeŶteƌ le tauǆ de tƌaŶsfeĐtioŶ eŶ adƌessaŶt le gğŶe d͛iŶtĠƌġt 

directement et rapidement en contact avec la membrane cellulaire.  

1.4.1 Généralités sur les cellules cancéreuses  

 

Le cancer se développe par des facteurs internes (mutation héréditaire, mutation spontanée), 

mais aussi par des facteurs externes comme les inductions par des agents infectieux, par 

exposition à des agents cancérigènes dont font partie certains composés chimiques, ou par 

exemple les irradiatioŶs paƌ les ultƌaǀiolets. Le pƌoĐessus de passage d͛uŶe Đellule Ŷoƌŵale à 

uŶe Đellule ĐaŶĐĠƌeuse s͛appelle « transformation cellulaire ». Cette transformation est due à 

des déficiences dans les mécanismes contrôlant la croissance et la prolifération cellulaire. Le 

cycle de vie cellulaire normal est régulé par des mécanismes de contrôle génétique. La perte 

de Đette ƌĠgulatioŶ est le plus souǀeŶt la ĐoŶsĠƋueŶĐe d͛altĠƌatioŶ de l͛ADN au Ŷiǀeau des 

gènes impliqués dans la régulation proliférative des cellules appelés oncogènes. En général, 

les deux propriétés importantes des cellules cancéreuses soŶt l͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶe ĐapaĐitĠ 

proliférative indéfinie et une propension à se disséminer dans des sites autres que leurs sites 

naturels. Les travaux de Hanahan et Weinberg 44 ont souligné que les cellules cancéreuses 

présentent en commun au moins cinq caractéristiques acquises. Il s͛agit de l͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶe 

ƌĠsistaŶĐe à l͛apoptose ;iŵŵoƌtalitĠͿ, l͛iŶdĠpeŶdaŶĐe ǀis-à-vis des signaux prolifératifs, une 

insensibilité aux signaux anti-pƌolifĠƌatifs, la ĐapaĐitĠ d͛iŶduiƌe l͛aŶgiogeŶğse, et la capacité de 

dissémination (métastases). Nous allons détailler chacune de ces caractéristiques. 

 

 Résistance à l͛apoptose (immortalité) 

Les cellules saines ont un nombre de divisions mitotiques limité. Après un certain nombre de 

générations, elles vieillissent et deviennent incapables de continuer à croitre et se diviser. Dès 

lors,   elles entrent en sénescence et meurent par apoptose. Ce potentiel de division est 

attribué à une enzyme appelée « télomérase » dont le rôle est de conserver les télomères à 
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l͛eǆtƌĠŵitĠ des Đhƌoŵosoŵes 45. Une étude 46 a clairement démontré le lien entre le 

raccourcissement des télomères et le déclenchement du pƌoĐessus d͛apoptose. La diŵiŶutioŶ 

de la taille des tĠloŵğƌes dĠĐleŶĐhe le ŵĠĐaŶisŵe d͛apoptose daŶs les Đellules saiŶes aloƌs 

que dans les cellules cancéreuses le maintien de la longueur des télomères inhibe le processus 

de sénescence programmée. 

L͛aďseŶĐe de l͛eŶzǇŵe tĠloŵĠƌase daŶs les Đellules Ŷoƌŵales est ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe uŶe des 

pƌiŶĐipales dĠfeŶses de l͛oƌgaŶisŵe ĐoŶtƌe la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale. EŶ ƌeǀaŶĐhe, sa pƌĠseŶĐe 

daŶs les Đellules ĐaŶĐĠƌeuses leuƌ ĐoŶfğƌe uŶe iŶdĠpeŶdaŶĐe ǀis à ǀis de l͛apoptose en limitant 

le raccourcissement des télomères en permettant la synthèse de novo de séquences 

télomériques et le maintien de la longueur des extrémités des chromosomes 47. 

 Indépendance vis-à-vis des signaux prolifératifs  

La prolifération exagérée des cellules cancéreuses est généralement stimulée de façon non 

phǇsiologiƋue, aloƌs Ƌu͛uŶe Đellule Ŷoƌŵale Ŷe peut pƌolifĠƌeƌ Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe de sigŶauǆ 

ŵitogğŶes ;Đapaďles d͛iŶduiƌe uŶe ŵitoseͿ. L͛iŶdĠpeŶdaŶĐe des cellules cancéreuses vis-à-vis 

de Đes sigŶauǆ est ĐoŶfĠƌĠe le plus souǀeŶt paƌ l͛aĐtiǀatioŶ des pƌoto-oncogènes, considérés 

comme des régulateurs positifs de la prolifération.   

 Insensibilité aux signaux anti-prolifératifs 

La tƌaŶsfoƌŵatioŶ d͛uŶe Đellule saine en cellule maligne lui confère plusieurs mécanismes qui 

lui peƌŵetteŶt d͛ĠĐhappeƌ auǆ pƌoteĐtioŶs aŶtipƌolifĠƌatiǀes ĐoŶstituĠes paƌ les gğŶes 

suppresseurs de tumeur qui jouent le rôle de régulateurs négatifs des divisions cellulaires. 

Contrairement aux proto-oncogènes cités précédemment qui sont activés dans une cellule 

cancéreuse, les gènes suppresseurs de tumeur perdent leur fonction suite à des altérations 

génétiques. 

 StiŵulatioŶ de l͛aŶgiogeŶğse  

UŶe fois Ƌu͛uŶ eŶseŵďle de Đellules se stƌuĐtuƌe et atteint une taille minimale, il se constitue 

eŶ tissu appelĠ tuŵeuƌ. UŶe des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d͛uŶe tuŵeuƌ Ġǀolutiǀe, est soŶ ďesoiŶ aĐĐƌu 

en oxygène et nutriments. Pour ces apports importants et dédiés, les cellules cancéreuses 

induisent le développemeŶt d͛uŶ Ŷouǀeau ƌĠseau ǀasĐulaiƌe saŶguiŶ autouƌ de la tuŵeuƌ à 

partir d'un réseau vasculaire préexistant, Đe Ƌui peƌŵettƌa de l͛iƌƌigueƌ eŶ ŶutƌiŵeŶt et eŶ 

oxygène. Cette formation est appelée angiogenèse. Cette capacité des cellules cancéreuses 

est conféƌĠe paƌ l͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies de l͛aŶgiogeŶğse et paƌ l͛iŶaĐtiǀatioŶ des iŶhiďiteuƌs de 

cette fonction. Néanmoins cette angiogenèse aboutit généralement en la production de 
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vaisseaux imparfaits impliquant une microcirculation incomplète au sein de la tumeur. Ceci a 

pouƌ ĐoŶsĠƋueŶĐe l͛appaƌitioŶ de zoŶes hǇpoǆiƋues 48. L'angiogenèse jouant un rôle majeur 

au cours de la progression tumorale, plusieurs stratégies thérapeutiques sont développées 

pour mettre en place des traitements anti-aŶgiogĠŶiƋues. Mais aǀeĐ l͛appaƌitioŶ des thĠƌapies 

ciblées du cancer, les nouveaux traitements tirent profit d͛uŶe des pƌopƌiĠtĠs des ǀaisseauǆ 

créés par angiogenèse qui sont leurs imperfections. Ces deƌŶieƌs peƌŵettƌoŶt l͛ĠĐhappeŵeŶt 

de composants thérapeutiques vers les tumeurs pour un ciblage passif des cellules 

cancéreuses. 

 Dissémination (métastases) 

Les cellules malignes peuvent se détacher de leur site initial, migrer par voie sanguine et créer 

uŶ Ŷouǀeau foǇeƌ tuŵoƌal daŶs l͛oƌgaŶisŵe, conduisant à la formation de métastases. La 

ŵĠtastase dĠfiŶit la ŵaligŶitĠ d͛uŶe tuŵeuƌ, les tuŵeuƌs dites ŵaligŶes soŶt Đelles ayant cette 

pƌopƌiĠtĠ d͛iŶǀasioŶ taŶdis Ƌue des tuŵeuƌs ďĠŶigŶes Ŷe peuǀeŶt Ƌue gƌaŶdiƌ à uŶ eŶdƌoit 

donné. Cette capacité à envahir les tissus voisins ou, via la circulation systémique, des zones 

à distance, est la conséquence de nombreux mécanismes : la modification des propriétés 

d͛adhĠsioŶ des Đellules eŶtƌe elles, et l͛expression de protéines particulières comme les 

métalloprotéases ayant pour fonction la dégradation de la matrice extracellulaire. 

L͛aĐƋuisitioŶ de Đes pƌopƌiĠtĠs faǀoƌise la ŵigƌation des cellules tumorales vers les vaisseaux 

pouƌ essaiŵeƌ daŶs l͛oƌgaŶisŵe 49.  

1.4.2 Traitement des tumeurs par l’hyperthermie magnétique  

 

Peu de temps après la découverte de la sensibilité accrue du métabolisme des cellules 

tuŵoƌales auǆ teŵpĠƌatuƌes ĠleǀĠes, des Ġtudes suƌ l͛utilisatioŶ de l͛hǇpeƌtheƌmie pour la 

thérapie des tumeurs ont émergé 50.   

L͛hǇpeƌtheƌŵie aďoƌdĠe daŶs Đet Ġtat de l͛aƌt est l͛hyperthermie magnétique, principalement 

indiquée comme thérapie adjuvante en oncologie 50. Cette technique consiste à chauffer 

localement une tumeur  à uŶe teŵpĠƌatuƌe de l͛oƌdƌe de ϰϮ°C à ϰϲ°C afiŶ de la ƌeŶdƌe plus 

sensible aux traitements paƌ ƌadio et ĐhiŵiothĠƌapies. Des essais ĐliŶiƋues aǀeĐ l͛assoĐiatioŶ 

hyperthermie et radiations ionisantes ont bien établi le potentiel radiosensibilisateur de 

l͛hǇpeƌtheƌŵie 51. Pour une utilisation thérapeutique, Đet ĠĐhauffeŵeŶt se fait ǀia l͛utilisation 

de nanoparticules magnétiques, qui une fois  accumulées dans la zone tumorale, sont excitées 

par un champ magnétique extérieur alternatif (amplitude variant de 200 à 400 Oe) à haute 
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fréquences (quelques 100kHz) 52. Comme pour une variété de stress, les cellules de 

mammifères exposées à la chaleur réagissent sur le plan morphostructural et biologique 

ǀaƌiaďleŵeŶt seloŶ le tǇpe Đellulaiƌe et l͛aŵpleuƌ du stƌess. L͛aŵpleuƌ d͛uŶ stƌess theƌŵiƋue 

peut ġtƌe ĠǀaluĠe eŶ ĐoŵďiŶaŶt teŵpĠƌatuƌe atteiŶte et duƌĠe d͛eǆposition 53, 54. les 

modifications induites par des stress de grande ampleur altéreront souvent irrémédiablement 

les fonctions cellulaires et nuisent à la survie et à la progression cellulaire53. L͛augŵeŶtatioŶ 

localisée de la chaleur au niveau des membranes cytoplasmiques cause des perturbations au 

niveau du cytosquelette à 44°C 55, mais une capacité à reconstruire une architecture normale 

du cytosquelette et une morphologie cellulaire normale suite au choc thermique est possible 

et est caractéristique des cellules qui ont été rendues thermotolérantes 55. 

1.4.2.1 Technologie de l’hyperthermie induite 

 

Des matériaux magnétiques oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠs spĠĐifiƋueŵeŶt pouƌ l͛iŶduĐtioŶ paƌ des 

champs magnétiques alternatifs à basses fréquences56. Parmi ces matériaux, certains ont été 

reconnus biocompatibles ; les oxydes de fer ferro- et ferrimagnétiques57 (maghémite et 

magnétite étant ferrimagnétiques). La réponse magnétique de ces matériaux dépend de leur 

perméabilité magnétique, qui dépend par ailleurs de la température. Pour un matériau ferro- 

ou ferrimagnétique, au-delà de la température de Curie (ou point de Curie), qui est le seuil 

d͛ĠŶeƌgie theƌŵiƋue ŶĠĐessaiƌe pouƌ ǀaiŶĐƌe l͛ĠŶeƌgie d͛ĠĐhaŶge qui organise les spins, la 

perméabilité magnétique du matériau  tombe à une valeur très faible et le ĐǇĐle d͛hǇstĠƌĠsis 

devient complétement réversible. De ce fait, la dissipation de chaleur ;pƌopoƌtioŶŶelle à l͛aiƌe 

du ĐǇĐle d͛hǇstĠƌĠsisͿ devient impossible. En dessous du point de Curie, une ouverture 

apparait dans le cycle d͛hǇstĠƌĠsis pƌoduisaŶt de la dissipatioŶ d͛ĠŶeƌgie et doŶĐ uŶ 

échauffement des particules. Pour certains alliages le point de Curie peut être diminué à plus 

basse température en fonction de la composition et ajustĠ pouƌ ġtƌe de l͛oƌdƌe de ϰϲ°C. Ceci 

perŵet de façoŶ aǀaŶtageuse d͛autoliŵiteƌ le pƌoĐessus d͛ĠĐhauffeŵeŶt des paƌtiĐules de 

sorte que ces dernières ne puissent pas dépasser la température maximale de 46°C afin de ne 

pas endommager les cellules saines entourant les cellules cancéreuses ciblées. 

Des études ont démontré que le processus de chauffage des nanoparticules magnétiques est 

dû aux pertes énergétiques par hystérèse, en effet, les propriétés de chauffage des particules 

magnétiques sont déterminées à partir du ĐǇĐle d͛hǇstĠƌğse mesuré pour des nanoparticules 

magnétiques soumises à un champ magnétique alternatif. Les paramètres caractéristiques 
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d͛uŶ ĐǇĐle d͛hǇstĠƌğse soŶt l͛aiŵaŶtatioŶ ƌĠŵaŶeŶte, le Đhaŵp ĐoeƌĐitif et l͛aiƌe d͛hǇstĠƌğse. 

La perte énergétique dissipée sous forme de chaleur est le plus souvent appelée SAR (specific 

absorption rate) ou taux d'absorption spécifique déterminée par le calcul de l͛aiƌe d͛hǇstĠƌğse 

par la formule SAR= Af où A est l'aire du cycle d'hystérésis exprimée en J/g et est la perte 

énergétique, et f la fréquence du champ magnétique alternatif.  

                                            

Figure 7. CǇĐle d͛hǇstĠƌĠsis d͛uŶ ŵatĠƌiau ŵagŶĠtiƋue ŵultidoŵaiŶe, H est l͛aŵplitude du Đhaŵp 
magnétique appliqué, et M l͛aiŵaŶtatioŶ du ŵatĠƌiau. Les flğĐhes iŶdiƋueŶt les diƌeĐtioŶs 
d͛aiŵaŶtatioŶ, figuƌe eǆtƌaite de la ƌĠfĠƌeŶĐe 58.    

 

Dans certaines études, une faible cytotoxicité des SPIONs brutes a été mise en évidence, 

d͛autƌes Ġtudes les dĠsigŶe ďioĐoŵpatiďles et saŶs effet toǆiƋue ;seloŶ la  Revue publiée dans 

Small, 200859), mais les faibles effets toxiques mentionnés peuvent être évités par un 

ƌeǀġteŵeŶt de suƌfaĐe adĠƋuate. CeĐi ŵoŶtƌe l͛iŵpoƌtaŶĐe de ƌeĐouƌiƌ à la Đhiŵie de suƌfaĐe 

pour le contrôle des interactions biologiques 16. 

MalgƌĠ tous les tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs à Đe jouƌ suƌ l͛hǇpeƌtheƌŵie, Đette teĐhŶiƋue présente 

toujours des limitations, notamment en ce qui concerne le pouvoir chauffant des particules 

magnétiques. Pour avoir un effet thérapeutique, de fortes doses de nanoparticules 

;l͛ĠƋuiǀaleŶt de Ϯ ŵol/l de feƌͿ doiǀeŶt ġtƌe iŶjeĐtĠes loĐaleŵeŶt daŶs la tuŵeuƌ. Par ailleurs, 

comme mentionné précédemment, des surchauffes locales peuvent se produire détruisant 

aussi des cellules saines.  

Du fait en outre de l͛iŶǀestisseŵeŶt ŵatĠƌiel ƌelatiǀeŵeŶt iŵpoƌtaŶt à ŵettƌe eŶ plaĐe pouƌ 

atteindre les champs magnétiques et les fréquences adéquates, la thérapie des cancers par 

hyperthermie en clinique reste exploratoire.  
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1.4.3 Traitement des tumeurs par vibrations magnéto-mécaniques  

 

 L͛utilisatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues de tǇpe SPIONs élaborées par synthèse 

chimique est largement répandue dans les laboratoires de recherche pour différentes 

applications biomédicales. Ceci étant, il est très difficile par voie chimique de créer des 

particules de forme autre que sphérique comme des disques par exemple et encore moins 

constituées de multicouches de divers matériaux. 

Dans une récente étude 11, des particules en permalloy (NiFe) en forme de disque ont été 

fabriquées par voie « top-down » ŵettaŶt eŶ œuǀƌe diǀeƌses teĐhŶologies utilisĠes pouƌ la 

microélectronique. Ces particules sont anisotropes en vortex magnétique comme expliqué 

dans la partie 1.2 de ce chapitre. Ces particules ont une aimantation planaire rémanente nulle 

en raison de leur configuration en vortex magnétique, directement reliée à leur géométrie 

confinée en disque plat. Cette propriété est très importante car elle élimine le problème de 

l'agrégation des particules (les interactions magnétostatiques liées au moment 

peƌpeŶdiĐulaiƌe du Đœuƌ de ǀoƌteǆ ĠtaŶt tƌop faibles elles-mêmes pour créer un effet 

agglomération des particules).  

L͛Ġtude ĐitĠe11 décrit  la première approche basée sur l'interfaçage de micro-disques en vortex 

magnétique fonctionnalisés définis par lithographie avec des cellules cancéreuses. Quand un 

champ magnétique alternatif est appliqué, l͛aiŵaŶtatioŶ daŶs les micro-disques magnétiques 

teŶd à s͛oƌieŶteƌ suiǀaŶt les ligŶes du Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue. GƌâĐe à leuƌ aŶisotƌopie de foƌŵe 

teŶdaŶt à ŵaiŶteŶiƌ l͛aiŵaŶtatioŶ daŶs le plan du disque, les disques vibrent à la surface de la 

Đellule sous l͛effet du Đhaŵp alteƌŶatif, eǆeƌçaŶt aiŶsi uŶe foƌĐe alteƌŶatiǀe suƌ la ŵeŵďƌaŶe 

de la cellule. Ce stimulus créé deux effets dramatiques: l'intégrité compromise de la 

membrane cellulaire (nécrose) et l'initiation de la mort cellulaire programmée (apoptose). Un 

champ de basse fréquence de quelques dizaines de hertz appliqué pendant dix minutes a été 

suffisant pour atteindre environ 90% de destruction des cellules cancéreuses in vitro 11. 

L'apoptose est un processus naturel de la mort cellulaire qui, contrairement à la nécrose, se 

pƌoduit à la suite d͛uŶe sigŶalisatioŶ intracellulaire biochimique spécifique en cascade. 

L'apoptose contrôle des processus fondamentaux, et sa perturbation peut entraîner une 

prolifération cellulaire incontrôlée, ce qui se produit dans les tumeurs cancéreuses. Les 

thérapies visant à déclencher l'apoptose des cellules cancéreuses est une des stratégies 
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thérapeutiques anti-cancéreuses les plus étudiées. Le pƌoĐessus d͛apoptose est dĠtaillĠ daŶs 

le chapitre 4. 

                                          
Figure 8. Le concept de destruction des cellules cancéreuses par un stimulus magnéto-mécanique ciblé 

utilisant des particules magnétiques en forme de disque possédant une configuration en vortex 

magnétique. Figure extraite de la référence 11 

A la différence des traitements par hyperthermie, le stimulus magnétomécanique induit par 

les disques magnétiques est transmis directement aux cellules cibles grâce à la 

biofonctionnalisation spécifique de surface. Grâce au matériau magnétique utilisĠ, l͛effet 

biologique a été obtenu par l'application faibles champs magnétiques (< 100 Oe, soit < 10 mT) 

avec des fréquences de quelques dizaines de Hz. Cette approche est  en contraste avec 

l͛hǇpeƌtheƌŵie ŵagŶĠtiƋue ŶĠĐessitaŶt des fréquences de champ magnétique élevées de 

l͛oƌdƌe de centaines de kilohertz, nécessaires pour atteindre le chauffage des SPIONs. La faible 

intensité du champ opératoire peut créer des possibilités de traitement à faible coût avec un 

ĐaƌaĐtğƌe iŶǀasif ŵiŶiŵal. Le pƌiŶĐipe de dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose des Đellules 

ĐaŶĐĠƌeuses ĐiďlĠes peut peƌŵettƌe d͛eŶǀisageƌ daŶs le futuƌ des tƌaiteŵeŶts du ĐaŶĐeƌ 

limitant fortement les effets secondaires. 

Nous aǀoŶs ƌĠsuŵĠ daŶs Đe Đhapitƌe l͛Ġtat aĐtuel des ĐoŶŶaissaŶĐes daŶs l͛utilisatioŶ des 

particules magnétiques dans le domaine médicale. En premier lieu, nous avons décrit les 

propriétés ainsi que les procédés de fabrication des particules magnétiques SPIONs dites aussi 

« conventionnelles », élaborées par des méthodes de synthèse chimiques appelée aussi « 

bottom up », ces particules sont généralement sphériques avec une certaine dispersion en 

taille à la fin du procédé. Ce type de particule a été utilisé pour des applications comme 

l͛hǇpeƌtheƌŵie ou le tƌi ŵagŶĠtiƋue paƌ eǆeŵple. De Ŷouǀelles appƌoĐhes thĠƌapeutiƋues 

ƌeƋuiğƌeŶt l͛utilisatioŶ de paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues aŶisotƌopes, à foƌtes susĐeptiďilitĠs, aǀeĐ de 
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gƌaŶdes aiŵaŶtatioŶs aǀeĐ l͛eǆigeŶĐe Ƌue Đes paƌtiĐules Ŷ͛iŶteƌagisseŶt pas eŶtƌe elles pouƌ 

former des agglomérats. Toutes ces caractéristiques sont réalisables par un procédé de 

fabrication « top-down ».  En effet, en utilisant les techniques employées dans la technologie 

de la microélectronique, il est possible de fabriquer des particules avec des tailles, des formes 

et des compositions parfaitement contrôlées.  

Deux types de particules magnétiques répondent aux exigences citées précédemment ; les 

particules antiferromagnétiques synthétiques constituĠes d͛uŶ eŵpileŵeŶt de ĐouĐhes 

ferromagnétiques séparées par une couche non magnétique et les particules en vortex 

ŵagŶĠtiƋue. Ces deuǆ tǇpes de paƌtiĐules pƌĠseŶteŶt l͛aǀaŶtage d͛aǀoiƌ des aiŵaŶtatioŶs 

Ŷulles eŶ l͛aďseŶĐe de Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue eǆtĠƌieuƌ, Đette pƌopƌiĠtĠ peƌŵet d͛Ġǀiteƌ la 

foƌŵatioŶ d͛aggloŵĠƌats de paƌtiĐules, phĠŶoŵğŶe ƌĠdhiďitoiƌe pouƌ uŶe utilisatioŶ eŶ 

biomédicale. Le développement de procédés spécifiques permet de transférer les particules 

du substrat en silicium dans des solutions liquides pour les besoins de biofonctionnalisation 

où les particules magnétiques une fois en suspension voient se succéder plusieurs bains de 

solutions contenant divers réactifs pour les besoins de la modification chimique de leur 

surface, dont les procédés les plus communément répertoriés dans la littérature sont détaillés 

daŶs la tƌoisiğŵe paƌtie du Đhapitƌe. EŶfiŶ, la deƌŶiğƌe paƌtie du Đhapitƌe dĠĐƌit l͛utilisatioŶ des 

particules magnétiques dans le traitement des tumeurs, après un rappel sur les propriétés 

caractérisant si particulièrement la cellule cancéreuse, nous avons détaillé les deux grandes 

approches utilisées pour la destruction ciblée individuelle des cellules cancéreuses ; 

l͛hǇpeƌtheƌŵie, appƌoĐhe laƌgeŵeŶt ĠtudiĠe et tƌğs ƌĠfĠƌeŶĐĠe daŶs la littérature, ainsi que 

la dernière approche mise en évidence en 2010 qui consiste à détruire les cellules cancéreuses 

par des vibrations magnéto-mécaniques de particules magnétiques en vortex. 

Le chapitre suivant est structuré en deux grandes parties ; en premier lieu nous décrivons les 

procédés de fabrication top-doǁŶ dĠǀeloppĠs eŶ salle ďlaŶĐhe pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ des 

particules SAF et vortex avec les motivations pour chaque procédé développé et ses 

inconvénients, en second lieu est détaillée une étude comparative des propriétés magnétique 

entre les particules SAF et vortex, avec en conclusion, le type de particule retenu pour le reste 

de l͛Ġtude pouƌ la destƌuĐtioŶ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses paƌ les ǀiďƌatioŶ ŵagŶĠto-mécaniques. 
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Chapitre 2. Synthèse et caractérisation des particules 

vortex et antiferromagnétiques synthétiques, étude 

comparative  leurs propriétés magnétiques. 
 

2.1 Procédés de fabrication développés en salle blanche 

 

Contrairement aux particules magnétiques conventionnelles généralement synthétisées par 

les voies chimiques, les particules magnétiques étudiées dans le cadre de cette thèse sont 

élaborées par des méthodes novatrices de micro et nanotechnologies utilisées en 

microélectronique comme expliqué précédemment dans la partie 1.2. 

Le procédé de fabrication des particules magnétiques est développé et réalisé sur le Silicium. 

Sur ce substrat vont se succéder différentes étapes technologiques comme la lithographie 

DUV (« Deep Ultraviolet »  /  Ultraviolet lointain), la pulvérisation cathodique ou « sputtering » 

de ĐouĐhes ŵagŶĠtiƋues ŵiŶĐes, l͛ĠǀapoƌatioŶ de ĐouĐhes ŵagŶĠtiƋues et de ŵatĠƌiauǆ 

Đoŵŵe l͛oƌ pouƌ la foŶĐtioŶŶalisatioŶ de suƌfaĐe, ainsi que les différentes gravures par des 

plasmas et les lift-off (enlèvement de matière par dissolution chimique). 

UŶe paƌtie iŵpoƌtaŶte de Đette thğse a ĠtĠ ĐoŶsaĐƌĠe à l͛Ġtude du dĠǀeloppeŵeŶt 

technologique de la nanofabrication des particules magnétiques. CeĐi daŶs l͛oďjeĐtif d͛oďteŶiƌ 

un procédé relativement simple et rapide. Les procédés développés devaient être 

ƌepƌoduĐtiďles, hoŵogğŶes suƌ toutes les paƌtiĐules ƌĠalisĠes, aǀeĐ l͛eǆigeŶĐe de pouǀoiƌ 

détacher les particules élaborées sur la plaque de silicium (par lift-off) et les mettre en 

solution. Comme ces particules magnétiques seront utilisées pour la destruction des cellules 

cancéreuses, la condition finale est de vérifier la compatibilité de ce procédé de fabrication 

avec la non-agglomération des particules magnétiques en solution, pour les formes et 

matériaux choisis. 

2.1.1 Procédé par bi-couche de résine 

 

Dans ce procédé (Brevet SPINTEC WO2011128585), la forme des particules magnétiques est 

dessinée en creux par lithographie optique dans une résine étalée sur le substrat de silicium, 

pƌĠalaďleŵeŶt ƌeĐouǀeƌt d͛uŶe pƌeŵiğƌe ƌĠsiŶe saĐƌifiĐielle. Les ĐouĐhes ŵagŶĠtiƋues soŶt 

ensuite déposées par évaporation ou par pulvérisation cathodique sur ce moule. Enfin les 
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résines sont dissoutes successivement par lift-off pour la mise en solution des particules : le 

premier lift-off laisse apparaître les particules en relief sur le substrat, suivi du deuxième lift-

off permettant leur mise en solution. Pour cela la première résine est insensible au solvant de 

la deuxième. Le procédé est schématisé sur la Figure 9. 

 
Figure 9. Illustration des étapes du procédé de fabrication des particules par bi-couche de résine 

comprenant les étapes de photolithographie et de dépôt magnétique.  (A) Schéma des étapes 

d͛iŶsolatioŶ et développement de la résine, et photo au microscope optique du réseau de trous 

résultant. (B) Schéma des étapes du dépôt magnétique et 1er lift-off, et photo au MEB des particules 

obtenues sur le substrat. 

 

DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps la ƌĠsiŶe PMMA est ĠtalĠe suƌ la plaƋue de siliĐiuŵ, il s͛agit d͛uŶe 

résine positive, utilisée comme résine sacrificielle, elle ne sera pas affectée par la plupart des 

Ġtapes ultĠƌieuƌes du pƌoĐĠdĠ et Ŷ͛iŶteƌǀieŶt Ƌu͛au ŵoŵeŶt du deƌŶier lift-off pour la mise en 

solution des particules. Une seconde résine négative photosensible est étalée sur la résine 

pƌĠĐĠdeŶte, Đ͛est Đette deƌŶiğƌe Ƌui est iŶsolĠe paƌ photolithogƌaphie eŶ utilisaŶt uŶ ŵasƋue 

portant les motifs chromés des particules. Le développement permet de dissoudre les zones 

de résine non insolées et donne forme au réseau de trous dans la résine superficielle.   

Apƌğs l͛Ġtape de stƌuĐtuƌatioŶ de la ƌĠsiŶe ŶĠgatiǀe MAN, le dĠpôt des ĐouĐhes ŵagŶĠtiƋues 

est ƌĠalisĠ suƌ l͛ĠĐhaŶtillon par pulvérisation cathodique ou par évaporation. Un premier lift-

off peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ la ƌĠsiŶe ŶĠgatiǀe ƌeĐouǀeƌte du dĠpôt ŵagŶĠtiƋue. Au teƌŵe de Đette 

étape, les particules magnétiques formées par le dépôt restent fixées sur la résine sacrificielle 

PMMA. C͛est le seĐoŶd lift-off permettant la dissolution de celle-ci qui permet la mise en 

solutioŶ des paƌtiĐules. La sĠleĐtioŶ des ŵatĠƌiauǆ à dĠposeƌ ĠtaŶt Đhoisie paƌ l͛opĠƌateuƌ, il 

est possible de réaliser aussi bien des particules antiferromagnétiques synthétiques (SAF) 

constituées d͛uŶe suĐĐessioŶ de ĐouĐhes ŵiŶĐes de NiFe/‘u, que des particules en vortex 

ŵagŶĠtiƋue ĐoŶstituĠes d͛uŶe ĐouĐhe uŶiƋue ƌelatiǀeŵeŶt Ġpaisse de NiFe. Des dépôts de 

magnétite peuvent être également envisagés par cette technique, pour leur biocompatibilité. 
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Des particules SAF ont été réalisées par pulvérisation cathodique, le nombre de répétitions 

(NiFe/Ru)nNiFe a été déterminé pour que la susceptibilité magnétique demeure inférieure au 

seuil de susceptibilité magnétique donné par le modèle auto-cohérent prédisant 

l͛autopolaƌisatioŶ ou la dispeƌsioŶ des paƌtiĐules12, soit n = 7 ou 11 pour des particules 

d͛eŶǀiƌoŶ ϭ µŵ2 et d͛Ġpaisseuƌ eŶǀiƌoŶ ϭϮϬ Ŷŵ. De Đette ŵaŶiğƌe, les paƌtiĐules doiǀeŶt se 

redisperser spontanément en champ nul. 

L͛oďseƌǀatioŶ eŶ ŵiĐƌosĐopie optiƋue de ces particules SAF en solution après les étapes de 

lift-off montre une agglomération importante illustrée par la Figure 10, aloƌs Ƌue l͛oďseƌǀatioŶ 

escomptée était des particules bien dispersées en solution. 

 

                                             

Figure 10. Photo de particules SAF en solution, observées au microscope optique. Agglomération 

inattendue. 

 

Nous pouvons remarquer sur la Figure 10 Ƌue les paƌtiĐules s͛aggloŵğƌeŶt eŶ gƌaŶds agƌĠgats, 

ce qui est gênant pour les manipuler pour les expériences ultérieures en biologie. Les 

compositions des particules SAF (NiFe/Ru)nNiFe déterminées selon le modèle 

d͛aggloŵĠƌatioŶ/dispeƌsioŶ 12, auraient dû présenter une susceptibilité magnétique inférieure 

au seuil d͛aggloŵĠƌatioŶ. Cela Ŷ͛a pas ĠtĠ le Đas daŶs Đette sĠƌie d͛essais. Apƌğs de 

nombreuses réalisations identiques, nous avons recherché la cause des dérives du procédé 

teĐhŶologiƋue ŵis eŶ œuǀƌe.  

Une potentielle cause de cette agrégation est la rugosité de surface sur laquelle le matériau 

magnétique a été déposé, empêchant un bon couplage antiferromagnétique dans le matériau 

SAF.  Pouƌ aǀoiƌ des iŶfoƌŵatioŶs suƌ l͛Ġtat de suƌfaĐe suƌ leƋuel est dĠposĠ l͛eŵpileŵeŶt de 

ŵatĠƌiauǆ ŵagŶĠtiƋues ĐoŶstituaŶt le SAF, Ŷous aǀoŶs ŵesuƌĠ à l͛AFM la ƌugositĠ de la 
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surface du fond des trous qui forment le moule des particules, les résultats sont montrés sur 

la Figure 11 ci-dessous :  

 

 
Figure 11. Mesuƌe à l͛AFM de la ƌugositĠ de la suƌfaĐe au foŶd des ŵotifs ƌĠalisĠs daŶs la ƌĠsiŶe apƌğs 
la lithographie optique. (A) irrégularités de surface observées apƌğs l͛aŶalǇse d͛uŶe seĐtioŶ au fond 

d͛uŶ ŵotif. (B) Image AFM et mesure de la rugosité au fond du motif. 

 

La mesure de la rugosité par AFM révèle une importante rugosité au fond des motifs, une 

étude de la rugosité du substrat et son influence sur les propriétés magnétiques a dû être 

ŵeŶĠe, Đette Ġtude est dĠĐƌite daŶs l͛aŶŶeǆe ŶuŵĠƌo Ϯ. L͛appaƌitioŶ de Đette ƌugositĠ Ƌui 

Ŷ͛Ġtait pas suƌǀeŶue loƌs des études antérieures réalisées à SPINTEC, est la conséquence de 

modifications de composition des solvants contenus dans la résine (MAN) par le fabriquant. 

Ce paramètre étant non ŵodifiaďle au Đouƌs de Đette thğse, uŶe iŵpoƌtaŶte paƌtie de l͛Ġtude, 

décrite ci-dessous, a été consacrée au développement de nouveaux procédés technologiques, 

destinés à éviter ces effets négatifs de rugosité apparus au cours de notre étude, 

compromettant la fabrication de particules antiferromagnétiques synthétiques (SAF).  

Plusieurs développements technologiques ont été testés, avec pour chaque procédé, une 

mesure de la rugosité de la surface recevant le dépôt magnétique qui forme la particule. 
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2.1.2 Procédé par tri-couches de résines (2 résines sacrificielles) 

 

Ce pƌoĐĠdĠ a ĠtĠ peŶsĠ et dĠǀeloppĠ pouƌ ĠliŵiŶeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les ĐouĐhes de 

ƌĠsiŶes pƌĠĐĠdeŵŵeŶt utilisĠes  ;PMMA et MANϮϰϬϯͿ. UŶe tƌoisiğŵe ĐouĐhe d͛uŶ polǇŵğƌe 

non photosensible (LOR10A) est étalée entre les deux résines. Ce dernier se dissout facilement 

aux développeurs basiques permettant de transférer les motifs créés par photolithographie 

dans MAN2403 dans la couche de LOR10A, par gravure chimique lors du développement post-

insolation.  

Dans ce procédé, le substrat est couvert par la résine sacrificielle PMMA, puis par la couche 

de LO‘, et eŶ deƌŶieƌ lieu paƌ la ƌĠsiŶe photoseŶsiďle MAN. Apƌğs l͛iŶsolatioŶ, le 

développement de la résine MAN dissout en même temps les parties de LOR exposées, ce qui 

peƌŵet de tƌaŶsfĠƌeƌ les ŵotifs à tƌaǀeƌs Đette ĐouĐhe iŶteƌŵĠdiaiƌe jusƋu͛à la ĐouĐhe de 

PMMA comme montré sur la Figure 12(A).   

 

Figure 12. Illustration des étapes du procédé de fabrication des particules par tri-couches de résine. 

;AͿ SĐhĠŵa ĐoŵpƌeŶaŶt l͛Ġtape de photolithogƌaphie et de dĠpôt ŵagŶĠtiƋue. ;BͿ Mesuƌe paƌ AFM de 
la ƌugositĠ de suƌfaĐe de la ƌĠsiŶe PMMA au foŶd d͛uŶ ŵotif apƌğs la lithographie optique et juste 

avant le dépôt magnétique. (C) Photographie au MEB après le lift-off de la résine MAN et le dépôt du 

ŵatĠƌiau. Les paƌtiĐules soŶt foƌŵĠes daŶs l͛ «undercut » de la résine LOR sur la PMMA. 

 

La mesure AFM, illustrée par la Figure 12(B), montre que la rugosité au fond des motifs est 

relativement faible (0.7nm), bien inférieure à celle du procédé initial en deux résines.  Il existe 

donc un réel intérêt à séparer les deux rĠsiŶes PMMA et MANϮϰϬϯ pouƌ ĠliŵiŶeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ 
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eŶtƌe Đes deuǆ deƌŶiğƌes ĐƌĠaŶt uŶe ƌugositĠ à l͛iŶteƌfaĐe. Il est doŶĐ eŶǀisageaďle de dĠposeƌ 

l͛eŵpileŵeŶt du ŵatĠƌiau SAF daŶs les Đƌeuǆ ƌĠalisĠs aǀeĐ Đes tƌois ĐouĐhes de ƌĠsiŶes. 

Après avoir effectué un dépôt par pulvérisation cathodique de la multicouche (NiFe/Ru)nNiFe 

ĐoŶstituaŶt les paƌtiĐules SAF, l͛oďseƌǀatioŶ au MEB ;ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue à ďalaǇageͿ 

illustrée par la Figure 12 (C), ŵoŶtƌe Ƌue les paƌtiĐules soŶt suƌŵoŶtĠes d͛uŶe Đolleƌette de 

dépôt magnétique. Ce dépôt autour des particules SAF est gênant en termes de couplage RKKY 

eŶ ƌaisoŶ de l͛Ġpaisseuƌ ĐƌitiƋue du ƌuthĠŶiuŵ Ƌui Ŷ͛est pas ĐoŶseƌvée sur ce niveau oblique 

des paƌtiĐules. Il s͛agit là d͛uŶ gƌos iŶĐoŶǀĠŶieŶt Đaƌ loƌs du lift-off, ces rebords magnétiques 

(probablement ferromagnétiques) interagissent magnétostatiquement entre eux et sont à 

l͛oƌigiŶe de l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules. 

La gravure chimique de la résine LOR10A étant isotrope, les motifs sont transférés dans 

couche de résine inférieure avec des profils qui ne sont pas parfaitement verticaux. 

L͛augŵeŶtatioŶ du teŵps de gƌaǀuƌe ƌeste dĠliĐate Đaƌ les ŵotifs ĠtaŶt espaĐĠs paƌ seulement 

2µm finissent par communiquer entre eux.  

En conclusion, compte tenu des résultats obtenus avec le procédé de la tri-couche de résine,  

des particules avec des flancs obliques compromettant le couplage antiferromagnétique, nous 

aǀoŶs dĠĐidĠ d͛aƌƌġter le développement de ce procédé, qui devait limiter la rugosité par une 

couche de résine LOR placée entre les résines PMMA et MAN. 

 

2.1.3 Procédé de fabrication des particules au sommet des plots de 

résine 

 

Le principe de ce procédé consiste à structurer une résine photosensible sur un substrat par 

lithogƌaphie optiƋue pouƌ ƌĠaliseƌ des pilieƌs de ƌĠsiŶe suƌ le siliĐiuŵ. L͛eŵpileŵeŶt 

magnétique est pulvérisé sur ce substrat, recouvrant ainsi toute la surface du substrat et les 

sommets des piliers de résine. Ces derniers une fois dissouts par lift-off vont libérer les 

particules formées à leurs sommets. Le principe est expliqué sur la Figure 13. 
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Figure 13. Schéma illustrant le procédé de fabrication des particules SAF déposées sur le sommet des 

plots de résine.  

Avant le dépôt magnétique, la rugosité au sommet de ces piliers de résine positive a été 

ŵesuƌĠe à l͛AFM pouƌ ǀĠƌifieƌ si le Đouplage ‘KKY Ŷe seƌait pas compromis par la présence de 

rugosité trop importante à la surface des plots. L͛eŵpileŵeŶt ŵagŶĠtiƋue a eŶsuite été 

dĠposĠ suƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue, suiǀi d͛uŶ lift-off pour la dissolution des 

piliers de résine et la mise en solution des particules. Les résultats sont montrés sur la Figure 

14. 

 

 
Figure 14. Résultats de la préparation de particules au sommet des plots de résine (A) Image AFM, 

mesure de rugosité sur le sommet du plot et section du plot de résine positive ZEP. (B-E) Photographie 

au MEB : (B) Silicium + plot de résine positive. (C-D) Après la pulvérisation cathodique des couches 

minces magnétiques sur le substrat :  (CͿ  Iŵage d͛eŶseŵďle de plusieuƌs paƌtiĐules sur plusieurs plots 

de résine. (D) Echantillon après le lift-off montrant que plusieurs particules sont restées fixées aux 

piliers de résine positive par un redépôt de matériau magnétique sur les flancs des plots. 

 

L͛oďseƌǀatioŶ au MEB ŵoŶtƌe Ƌue le dĠpôt ŵagŶĠtiƋue est hoŵogğŶe suƌ l͛eŶseŵďle du 

substrat avec des motifs conformes aux motifs de lithographie. Des observations plus 

ŵiŶutieuses ŵoŶtƌeŶt ĐepeŶdaŶt la pƌĠseŶĐe d͛uŶ dĠpôt suƌ les flaŶĐs des pilieƌs, Ƌui pouƌƌait 

obstruer le passage de solvants lors du lift-off de la résine et empêcher la dissolution de plots. 

En effet, après avoir réalisé le lift-off de l͛ĠĐhaŶtilloŶ daŶs uŶ ďaiŶ de solǀaŶts assistĠ 

d͛ultƌasoŶs, uŶe gƌaŶde pƌopoƌtioŶ de paƌtiĐules ƌesteŶt fiǆĠes à des plots de résine toujours 
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présents, par le dépôt magnétique déposé sur les flancs des piliers de la résine. La présence 

de Đe dĠpôt suƌ les flaŶĐs pƌoǀieŶdƌait d͛uŶe paƌt des profils de la résine positive utilisée qui 

ne sont pas parfaitement verticaux, mais plutôt avec une légère pente positive, et d͛autƌe paƌt 

de l͛aŶgle de pulǀĠƌisatioŶ de la ŵaĐhiŶe de dĠpôt : eŶ effet il eǆiste uŶ aŶgle d͛iŶĐideŶĐe ŶoŶ 

diƌeĐtioŶŶel du fluǆ d͛ioŶs pulǀĠƌisĠs suƌ le suďstƌat. 

Nous avons réalisé un second test en utilisant cette fois-ci une résine négative car les résines 

négatives présentent des pentes légèrement négatives. La rugosité au sommet des plots a été 

suffisaŵŵeŶt faiďle ;Ϭ.ϵ ŶŵͿ pouƌ eŶtƌepƌeŶdƌe uŶ dĠpôt ŵagŶĠtiƋue d͛uŶe ĐouĐhe de ϲϬ nm 

de NiFe. Deux techniques de dépôt ont été utilisées, le premier par pulvérisation cathodique 

et le second par évaporation.    

 
Figure 15. Observation des dépôts magnétiques de monocouche de NiFe sur des piliers de résine 

négative. (A) Dépôt réalisé par pulvérisation cathodique. (B) Dépôt réalisé par évaporation PVD 

(Physical Vapor Deposition). 

Les résultats, illustrés par la Figure 15, ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛aŶgle d͛iŶĐideŶĐe des ioŶs loƌs d͛uŶ 

dépôt par pulvérisation cathodique, est ďieŶ à l͛oƌigiŶe du dĠpôt qui recouvre les flancs des 

plots de résine, étant présent lorsque ces derniers ont une pente négative. Le lift-off réalisé 

suƌ Đet ĠĐhaŶtilloŶ Ŷ͛a pas peƌŵis la liďĠƌatioŶ des paƌtiĐules. A ĐoŶtƌaƌio, le dĠpôt paƌ 

ĠǀapoƌatioŶ est diƌeĐtioŶŶel et laisse les tƌaŶĐhĠes liďƌes d͛aĐĐğs auǆ solǀaŶts pouƌ le lift-off 

final des particules de NiFe.  

Le dépôt de la multicouche (NiFe/Ru)n des particules SAF est réalisé obligatoirement dans le 

bâti de pulvérisation cathodique dû aux ressources techniques disponibles en salle blanche 

PTA. Nous ne pouvons donc pas envisager la fabrication des particules SAF compte tenu de la 

non-directionnalité des ions pulvérisés, responsable de dépôts sur les flancs des plots de 

résines autant négatives que positives.  

EŶ ĐoŶĐlusioŶ,  Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas pu faďƌiƋueƌ les paƌtiĐules SAF suƌ des plots de ƌĠsiŶe dû au 

dépôt magnétique sur les flancs des piliers de résine, mais il est tout à fait envisageable 

A B 
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d͛utiliseƌ Đe pƌoĐĠdĠ pouƌ la ƌĠalisatioŶ des paƌtiĐules eŶ ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋue paƌ l͛ĠǀapoƌatioŶ 

d͛uŶe ĐouĐhe uŶiƋue de NiFe. 

2.1.4 Procédé de fabrication des particules SAF par gravure ionique 

(IBE) 

 

Toujouƌs daŶs la peƌspeĐtiǀe de s͛affƌaŶĐhiƌ du pƌoďlğŵe de ƌugositĠ ĐƌĠĠ paƌ la ďi-couche de 

résine dans le procédé initial, nous avons développé un procédé qui consiste à obtenir des 

paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues eŶ utilisaŶt la gƌaǀuƌe paƌ faisĐeau d͛ioŶs foĐalisĠs  ;IBE, IoŶ Beaŵ 

Etching) en gravant des motifs de particules dans une couche de matériau magnétique 

continue. Le principe de Đette ŵĠthode de gƌaǀuƌe ƌepose suƌ l͛utilisatioŶ d͛uŶ faisĐeau d'ioŶs 

pouƌ pulǀĠƌiseƌ uŶ ŵatĠƌiau Ƌui Ŷ͛est pas pƌotĠgĠ paƌ uŶ ŵasƋue de gƌaǀuƌe. 

Après avoir étalé la couche de résine sacrificielle de PMMA sur du silicium, nous déposons la 

multicouche magŶĠtiƋue eŶ pleiŶe tƌaŶĐhe paƌ pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue suƌ l͛eŶseŵďle de la 

plaque. Ensuite, afin de transférer les motifs des particules sur la couche de matériau 

magnétique, nous protégeons une partie de ce matériau par le masque de gravure en résine 

photosensible par photolithographie. Cette résine une fois développée révèle les motifs 

(pattern) aux dimensions des particules qui protègent les surfaces ne devant pas être gravées. 

Les étapes du procédé sont schématisées sur la Figure 16. 

 
Figure 16. Schéma illustrant les étapes du procédé de réalisation des particules SAF par 

gravure ionique. 

Apƌğs l͛Ġtape de ŵasƋuage paƌ uŶe lithogƌaphie optiƋue, la gƌaǀuƌe paƌ IBE peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ 

toutes les zoŶes ŶoŶ pƌotĠgĠes paƌ les plots de ƌĠsiŶe. Loƌs de Đette gƌaǀuƌe, uŶ faisĐeau d͛ioŶs 

d͛aƌgoŶ foƌteŵeŶt ĠŶeƌgĠtiƋues est foĐalisĠ à la suƌfaĐe du ŵatĠƌiau. Les ions entrent alors 

en collision avec les atomes des couches du matériau pour les arracher de celles-ci. 

Idéalement, cette gravure doit être sélective (seule la couche non protégée par la résine doit 

être attaquée sans dégrader le masque de résine) et directive (sans gravure latérale en 

dessous des plots de résine).                                    
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A la fin de la gravure du matériau magnétique, le masque de gravure en résine est éliminé par 

uŶ plasŵa d͛oǆǇgğŶe, il appaƌait aloƌs la pƌĠseŶĐe de ƌedépôts de matériau SAF sur 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ : les ĐoŵposaŶts ŵĠtalliƋues gƌaǀĠs s͛ĠtaieŶt ƌeĐoŵďiŶĠs aǀeĐ les ďoƌds de la 

ƌĠsiŶe Ƌui seƌt de ŵasƋue, et Đes ďoƌds ŵĠtalliƋues Ŷe paƌteŶt pas au plasŵa d͛oǆǇgğŶe, 

comme le montre la Figure 17. 

 
Figure 17. Photos MEB. (A)  Du masque de gravure à base de plots de résine UV5 après 

photolithographie UV. ;BͿ D͛uŶe particule après un plasma  d͛oǆǇgğŶe, aǀeĐ mise en évidence de la 

présence du redépôt métallique de SAF, saŶs l͛ĠliŵiŶeƌ. 

                                         

Après plusieurs étapes de développement, détaillées en annexe numéro 1, permettant 

d͛ajusteƌ plusieurs paramètres notamment de la graǀuƌe IBE, du plasŵa d͛oǆǇgğŶe et de la 

mise en solution des particules, nous avons estimé que la non reproductibilité des résultats 

obtenus à la fin du procédé et la présence des redépôts magnétiques, nous imposaient 

d͛aƌƌġteƌ le dĠǀeloppeŵeŶt du pƌoĐĠdĠ de sǇŶthğse des paƌtiĐules paƌ gƌaǀuƌe ioŶiƋue.  

 

2.1.5 Procédé de réalisation des particules SAF par gravure isotrope 

du silicium 

 

Dans ce procédé la lithographie est réalisée directement sur du silicium, la multicouche de 

ŵatĠƌiau ŵagŶĠtiƋue est dĠposĠe paƌ pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue suƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ, ƌeĐouǀƌaŶt 

la résine structurée et le fond des motifs sur le silicium. La résine est ensuite enlevée par lift-

off de façoŶ à Ŷ͛oďteŶiƌ Ƌue des paƌtiĐules SAF suƌ le siliĐiuŵ. Ensuite, une gravure isotrope 

du silicium permet de libérer partiellement ces particules du substrat et facilite leur mise en 

suspension dans une solution. 

Les principales étapes de ce procédé sont montrées sur le schéma de la Figure 18. 

A 
B 



 

52 
 

   
         
Figure 18. Illustration des étapes de réalisation des particules magnétiques par gravure isotrope du 

silicium. (A) Schémas de structuration du substrat par lithographie optique de la résine MAN2403, du 

dépôt du matériau magnétique (multicouche SAF), et de la gravure isotrope du silicium sous les 

particules magnétiques. (B) Photo MEB du réseau de particules après gravure isotrope du silicium. 

La gƌaǀuƌe isotƌope a la pƌopƌiĠtĠ d͛attaƋueƌ le suďstƌat eŶ siliĐiuŵ daŶs toutes les diƌeĐtioŶs, 

donnant un profil de gravure semi-sphĠƌiƋue, Đe Ƌui peƌŵet d͛aŵiŶĐiƌ le ǀoluŵe de siliĐiuŵ 

eŶ dessous des paƌtiĐules jusƋu͛à Ŷ͛obtenir plus Ƌu͛un fin plot les reliant au substrat.  

Le volume de silicium à graver étant très faible, sous les particules de 1 µm2, nous avons testé 

différents temps de gravure, cette étape étant la plus critique car les temps de gravures sont 

tƌğs faiďles, de l͛oƌdƌe de ϭϬ à ϭϱ seĐoŶdes, teŵps ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe tƌğs faiďles Đoŵpte teŶu 

du temps nécessaire à la stabilisation du plasŵa aǀaŶt d͛aŵoƌĐeƌ la gƌaǀuƌe.              

        Une fois les piliers de silicium amincis, nous avons réalisé le lift-off dans un baiŶ d͛aĐĠtoŶe 

assistĠ d͛ultƌasoŶs, ŵais l͛oďseƌǀatioŶ au ŵiĐƌosĐope ĠleĐtƌoŶiƋue de Đe ŵġŵe ĠĐhaŶtilloŶ 

après le lift-off a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe gƌaŶde paƌtie des paƌtiĐules ƌesteŶt fiǆĠes au suďstƌat. 

Coŵpte teŶu des teŵps tƌğs faiďles de gƌaǀuƌe, l͛iŶhoŵogĠŶĠitĠ du ƌĠsultat suƌ la suƌfaĐe du 

suďstƌat et la diffiĐultĠ à dĠtaĐheƌ les paƌtiĐules du siliĐiuŵ, Ŷous Ŷ͛aǀons pas retenu ce 

procédé de fabrication ni pour les particules SAF ni pour les vortex. 

2.2 Natures des particules magnétiques retenues pour le reste de 

l’étude avec le procédé de fabrication correspondant. 
 

Nous avons présenté plusieurs procédés technologiques développés pour la réalisation des 

particules magnétiques SAF et en vortex par la voie top-down, avec plusieurs essais successifs 

ŵeŶĠs pouƌ l͛optiŵisatioŶ du pƌoĐĠdĠ de faďƌiĐatioŶ. Tous les essais menés en salle blanche 

et leur caractérisation sont détaillés daŶs l͛annexe n° 1.  

En conclusion concernant la fabrication des particules SAF, leur configuration magnétique 

ƌeƋuiğƌe uŶ pƌoĐĠdĠ hauteŵeŶt ŵaitƌisĠ à l͛ĠĐhelle ŶaŶoŵĠtƌiƋue dû auǆ ĐouĐhes 

séparatrices non magnétiques en ruthénium qui permettent le couplage antiferromagnétique 

eŶtƌe les ĐouĐhes ŵiŶĐes de NiFe ;ƌappeloŶs Ƌue l͛Ġpaisseuƌ optiŵale des ĐouĐhes de 

         silicium 
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ruthénium est de 0.7 nm). Enfin la contrainte additionnelle est la mise en solution des 

particules ; en effet, le lift-off de l͛ĠĐhaŶtilloŶ liďğƌe l͛eŶseŵďle des structures se trouvant sur 

la résine sacrificielle du substrat. Or dans nos réalisations, nous avons été confrontés i) à une 

trop forte rugosité dans le procédé par bicouches de résines, ii) à la présence de défauts 

résiduels tels que des redépôts magnétiques autour des particules après le procédé par la 

gravure ionique, iii) ou à des dépôts magnétiques obliques dans le procédé par la tricouche de 

résine, ŵodifiaŶt l͛Ġpaisseuƌ des ĐouĐhes dĠposĠes de ruthénium. Ces défauts ou redépôts 

pƌoduiseŶt des Đouplages feƌƌoŵagŶĠtiƋues plutôt Ƌu͛aŶtifeƌƌoŵagŶĠtiƋues, Ƌui contribuent 

foƌteŵeŶt auǆ iŶteƌaĐtioŶs ŵagŶĠtostatiƋues eŶtƌe les paƌtiĐules uŶe fois Ƌu͛elles soŶt ŵises 

en solution par le lift-off, menant à la formation de grands agrégats. Les procédés 

technologiques disponibles actuellement ne permettaient pas de résoudre facilement ces 

problèmes soulevés par les SAF.   

Les particules en vortex, ne présentent pas les mêmes inconvénients. La composition de ces 

particules en couche unique de NiFe est relativement moins sensible à la rugosité présente 

dans le procédé de la bicouche de résine, et détaillée en annexe n°2. Elles peuvent aussi être 

déposées de manière directionnelle au sommet des plots de résine. Les conditions 

d͛ĠlaďoƌatioŶ des particules en vortex magnétiques sont moins drastiques que les 

précédentes SAF et peƌŵetteŶt d͛oďteŶiƌ leuƌ dispeƌsioŶ eŶ solutioŶ. 

Ainsi, compte tenu des résultats obtenus lors de ces étapes technologiques, nous avons choisi 

d͛utiliseƌ les paƌtiĐules eŶ ǀoƌtex magnétique plutôt que SAF pour les tests biologiques de 

destruction de cellules cancéreuses par les vibrations magnéto-mécaniques (collaboration 

SCIB), présentés au Chapitre 4. Au préalable, une étude de fonctionnalisation a été réalisée 

(collaboration SPrAM), présentée au Chapitre 3. 
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Figure 19. Photos prises au MEB des particules en vortex magnétique. (A) les micro-vortex sont fixés 

sur le substrat à travers la résine. (B) micro-vortex libérés après le lift-off. (C) 13 (a ; c ; e) micro-vortex 

fixés sur le substrat. (b-d) libérés après le lift-off. 

Le procédé principalement utilisé pour la fabrication des particules en micro-vortex 

magnétique est semblable à celui mis au point pour les particules SAF 12, en bi-couches de 

résine. Les particules en vortex (représentées sur la Figure 19) sont constituées d'une couche 

unique de NiFe d͛uŶe épaisseur variant entre 20 à 150 nm, cette couche de NiFe est déposée 

eŶtƌe deuǆ ĐouĐhes d͛oƌ de ϮϬ Ŷŵ d'Ġpaisseuƌ. L'or sert à la fois à protéger le NiFe de 

l͛oǆǇdatioŶ et aussi au greffage de molécules biologiques par la biofonctionnalisation. Deux 

procédés ont permis la réalisation de ces particules vortex, celui de la bi-couche de résine a 

été préféré, Figure 19(A-B), mais le procédé de dépôt par évaporation sur les plots de résine 

est également possible, illustré par la Figure 19(C). 

  Une étude comparative entre les deux types particules SAF et vortex une fois libérées 

en solution a étĠ ŵeŶĠe, ŶotaŵŵeŶt pouƌ l͛Ġtude des phĠŶoŵğŶes d'aggloŵĠƌatioŶ / 

dispersion en raison de leurs interactions magnétostatiques, ainsi que le couple mécanique 

Ƌue Đes deuǆ tǇpes de paƌtiĐules peuǀeŶt gĠŶĠƌeƌ loƌs de l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue 

externe 13. Cette étude est décrite dans la partie qui suit.  

 

C 
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2.3 Comparaison des propriétés des particules synthétiques 

antiferromagnétiques et en vortex 

 

Les propriétés magŶĠtiƋues des paƌtiĐules SAF oŶt ĠtĠ laƌgeŵeŶt ĠtudiĠes loƌs d͛uŶe 

pƌĠĐĠdeŶte Ġtude aǇaŶt fait l͛oďjet d͛uŶe thğse à SPINTEC 60, 12. Dans cette étude, les 

particules SAF sont élaborées sans subir les problèmes de rugosité de résine décrits plus haut, 

difficultés apparues seulement avec les résines actuellement disponibles. Les matériaux et 

leuƌs Ġpaisseuƌs oŶt ĠtĠ adaptĠs pouƌ l͛oďteŶtioŶ de paƌtiĐules aŶtifeƌƌoŵagŶĠtiƋues 

synthétiques qui imitent les propriétés des particules superparamagnétiques, (c'est-à-dire 

présentant une aimantation nulle à champ nul) mais avec une susceptibilité magnétique plus 

importante. 

 

Les phĠŶoŵğŶes d͛auto-polaƌisatioŶ ŵeŶaŶt à l͛aggloŵĠƌatioŶ des particules SAF en solution 

ont été étudiés et corrélés au nombre de couches magnétiques couplées, pour un volume 

magnétique donné. Un modèle analytique auto-ĐoŶsistaŶt ďasĠ suƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ dipolaiƌe 

entre les particules, a pu être établi, permettant d͛Ġǀiteƌ le phĠŶoŵğŶe d͛aggloŵĠƌatioŶ des 

particules en solution, en choisissant la susĐeptiďilitĠ de l͛eŵpileŵeŶt ŵagŶĠtiƋue. LoƌsƋue la 

susceptibilité des multicouches magnétiques devient inférieure à un seuil de susceptibilité, le 

phĠŶoŵğŶe d͛auto-polarisation ne se produit plus, et les particules sont monodisperses en 

solution en champ nul. Dans ce chapitre, nous avons étudié le comportement des particules 

ŵagŶĠtiƋues de tǇpe ǀoƌteǆ, eŶ paƌtiĐulieƌ les pƌopƌiĠtĠs d͛aggloŵĠƌatioŶ / dispeƌsioŶ eŶ 

solution, et nous les avons comparées à celles des particules SAF précédemment établies. Les 

couples mécaniques que ces particules peuvent exercer lorsqu'elles sont soumises à un champ 

magnétique extérieur ont ensuite été évalués pour ces deux types de particules, et comparés.  

Cette Ġtude peƌŵettƌa fiŶaleŵeŶt d͛Ġǀalueƌ les aǀaŶtages et iŶĐoŶǀĠŶieŶts de ĐhaĐuŶ de Đes 

types de particules pour la destruction des cellules cancéreuses. 

 

2.3.1 Caractérisation magnétique 

 

Des caractérisations magnétiques des réseaux de particules en microvortex magnétiques 

encore attachées au substrat ont été réalisées par des mesures au VSM (vibrating sample 

magnetometer ou magnétomètre à échantillon vibrant).  
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La Figure 20 présente les Đouƌďes d͛hǇstĠƌĠsis des particules en microvortex pour différentes 

épaisseurs de NiFe. Comme prédit pour les particules de configuration en microvortex 

magnétiques 32,61, les courbes ne présentent pas de rémanence à champ nul et ont un 

comportement linéaire M(H) à faibles champs, suivi par une soudaiŶe appaƌitioŶ d͛hystérésis 

précédant la saturation.  

 
                                             

En régime linéaire, les micro-vortex se polarisent progressivement dans la direction du champ 

appliqué. Cette polarisation correspond à un déplacement pƌogƌessif du Đœuƌ de ǀoƌteǆ daŶs 

une direction transversale à la direction du champ appliqué. Au-delà d'une certaine valeur de 

Đhaŵp ŶoŵŵĠ Đhaŵp d'aŶŶihilatioŶ ;HaŶŶͿ, le Đœuƌ de ǀoƌteǆ est eǆpulsĠ et l'aiŵaŶtatioŶ 

atteint la saturation Ms. Ensuite, si le champ de saturation diminue à nouveau, on remarque 

la nucléation du vortex magnétique à une valeur de champ de nucléation (Hn) inférieure au 

Đhaŵp d͛aŶŶihilatioŶ HaŶŶ. La diffĠƌeŶĐe eŶtƌe le Đhaŵp de ŶuĐlĠatioŶ à des champs 

dĠĐƌoissaŶts et le Đhaŵp d͛aŶŶihilatioŶ à des Đhaŵps ĐƌoissaŶts est à l͛oƌigiŶe de l'hystérésis 

observée après le régime linéaire.  

Une deuxième caractéristique importante sur les courbes présentées sur la Figure 20 est que 

les particules en vortex minces présentent une hystérésis plus grande que celles plus épaisses. 

Cette observation peut être expliquée comme suit : dans les microdisques, la configuration de 

vortex magnétique résulte d'un équilibre énergétique entre les énergies magnétostatique, 

Figure 20. CǇĐles d͛hǇstĠƌĠsis d͛uŶ ƌĠseau de paƌtiĐules ŵiĐƌo-

vortex en permalloy fixées sur le silicium, mesurés au VSM. Série 

de Đouƌďes eǆpĠƌiŵeŶtales de l͛aiŵaŶtatioŶ eŶ foŶĐtioŶ du 
champ magnétique appliqué, pour des épaisseurs de permalloy 

variant de t = 20 nm à t = 150 nm. Le diamètre des particules est 

maintenu constant et égal à 1.3 µm.  

 



 

57 
 

d'échange et Zeeman. Ces énergies étant volumiques, augmentent pratiquement 

linéairement avec l'épaisseur de la couche magnétique. Cependant, dans des échantillons 

réels, une certaine rugosité existe aux interfaces des couches magnétiques (Au/NiFe et 

NiFe/Au dans nos échantillons). Cette rugosité entraîne la présence de charges 

ŵagŶĠtostatiƋues ƌĠpaƌtis suƌ les iŶteƌfaĐes Ƌui peuǀeŶt piĠgeƌ loĐaleŵeŶt le Đœuƌ du vortex 

daŶs soŶ ŵouǀeŵeŶt hoƌs ou ǀeƌs le ĐeŶtƌe du ŵiĐƌodisƋue eŶ foŶĐtioŶ de l͛ĠǀolutioŶ du 

champ magnétique appliqué. L'influence de cette énergie de piégeage interfaciale en 

comparaison avec les autres termes d'énergie est plus grande pour les couches minces de NiFe 

que pour les couches épaisses. Cela peut expliquer la plus grande hystérésis observée pour les 

couches minces dans la Figure 20. L'inconvénient de la présence de cette hystérésis dans les 

particules en vortex fines est que l'aimantation des particules ne s'annule pas complètement 

à champ nul, donc les particules fines ont tendance à rester partiellement agglomérée lorsque 

le champ appliqué est coupé. 

Une diminution de la susceptibilité magnétique aux faibles champs a été observée quand 

l͛Ġpaisseuƌ de la couche de NiFe augmente. Ceci est cohérent avec la prévision théorique 32 

selon laquelle la susceptibilité initiale des microvortex magnétiques est donnée par l'équation 

suivante extraite de la référence 32 -en unité SI- pouƌ  β «ϭ, où β = é��௦௦௨ �௬  =  ௧   est le ratio 

d'aspect de la particule.    

                        (1) 
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Figure 21. Susceptibilités initiales χ ;ϬͿ des paƌtiĐules eŶ ǀoƌteǆ ;eǆpĠƌieŶĐes eŶ ligŶe orange et la ligne 

théorique-rouge) et seuil de susceptibilité (en vert) au-dessus duquel une agglomération serait 

amenée à se produire, eŶ foŶĐtioŶ du ƌappoƌt β = t / r. 

La Figure 21 compare la susceptibilité mesurée dérivée de la pente à faible champ de la courbe 

M(H) de la Figure 20 pour diverses épaisseurs de NiFe (courbe orange), avec les valeurs 

théoriques calculées à partir de l'équation (1) (courbe rouge). Une concordance relativement 

bonne a été trouvée entre les mesures expérimentales et la théorie avec, cependant, une 

susceptibilité légèrement plus grande observée dans les mesures expérimentales.  

Cette légère différence peut être expliquée par les interactions magnétostatiques qui existent 

entre les particules en vortex fixées en réseau sur le silicium, qui conduisent à intensifier le 

champ appliqué exercé sur une particule donnée, par le champ de fuite dipolaire des 

particules avoisinantes 62. 

La Figure 21 montre également que la susceptibilité initiale des particules en vortex reste 

toujours inférieure au seuil de susceptibilité calculé, au-delà duƋuel l͛aggloŵĠƌatioŶ se 

produirait, montrant leur capacité à rester dispersées en solution. Cette propriété sera 

développée dans le §2.2 suivant. 
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Figure 22. SusĐeptiďilitĠs iŶitiales des paƌtiĐules eŶ ǀoƌteǆ χ ;ϬͿ, et des paƌtiĐules SAF ;NiFe/‘uͿn/NiFe 

pour n = 1, 3, 5, 7, 9, 11, et seuil de susceptibilité des SAF au-delà duquel une agglomération des 

paƌtiĐules SAF est atteŶdue, eŶ foŶĐtioŶ de l͛Ġpaisseuƌ des particules pour un rayon de vortex de r = 

0.7 µm et une longueur de côté pour les SAF de l = 1.225 µm produisant un volume magnétique 

équivalent pour les deux types de particules. 

La Figure 22 met alors en évidence la comparaison entre les susceptibilités des vortex avec les 

paƌtiĐules SAF doŶt les susĐeptiďilitĠs à l͛oƌigiŶe oŶt ĠtĠ ĐalĐulĠes à paƌtiƌ de l͛eǆpƌessioŶ 

théorique M(H)12. Contrairement aux microvortex, la susceptibilité des SAF augmente en 

augŵeŶtaŶt l͛Ġpaisseur de la particule pour un nombre de couches magnétiques donné 12. 

La Figure 22 confirme également que les susceptibilités initiales des particules SAF, 

contrairement à celles des vortex, peuvent dépasser le seuil théoriƋue d͛aggloŵĠƌatioŶ 

lorsque leurs épaisseurs augmentent. Ces  propriétés seront comparées pour les vortex et SAF 

dans le §2.2 suivant. 

 

2.3.2 Etude comparative des susceptibilités seuil en relation avec le 

phénomène d’agglomération des particules SAF et vortex. 

 

Les phĠŶoŵğŶes d͛aggloŵĠƌatioŶ et de dispeƌsioŶ des ŵiĐƌodisƋues eŶ ǀoƌteǆ uŶe fois liďĠƌĠs 

en solution par le procédé du lift-off ont été alors étudiés comme effectué précédemment 

pouƌ les paƌtiĐules SAF. Des oďseƌǀatioŶs eŶ ŵiĐƌosĐopie optiƋue d͛uŶe suspeŶsioŶ de 
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microvortex juste après le lift-off sont montrées sur la Figure 23. LoƌsƋu͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue 

est appliƋuĠ, Đoŵŵe il est gĠŶĠƌaleŵeŶt oďseƌǀĠ, les ŵiĐƌoǀoƌteǆ teŶdeŶt à s͛aligŶeƌ eŶ 

chaines. Une fois que le champ magnétique est coupé, ces microvortex se re-dispersent 

graduellement. Toutefois, cette re-dispersion reste moins immédiate que pour les particules 

SAF et peut nécessiter quelques minutes (6 à 7 minutes dans nos expériences) pour atteindre 

une monodispersion totale des microvortex.  

 

                                     

Figure 23. Photos prises en microscopie optique de microvortex libérés par lift-off daŶs de l͛aĐĠtoŶe. 
(a) Les microvortex sont monodisperses (non agglomérées) à H ~ 0 (champ terrestre), (b) agglomérées 

en chainettes à µ0H ~4 mT. (c) dispersion instantanée à µ0H ~ 0 à nouveau, et (d) stade de dispersion 

avancée après 6 minutes.  

 

De plus, nous avons remarqué que la re-dispersion suite à la coupure du champ appliqué 

Ŷ͛Ġtait pas Đoŵplğte pouƌ les ŵiĐƌoǀoƌteǆ les plus fiŶs, pƌoďaďleŵeŶt eŶ ƌaisoŶ de l͛hǇstĠƌĠsis 

mentionnée précédemment dans le paragraphe « Caractérisation magnétique ». Toutefois, la 

tendance générale observée avec les microvortex magnétique va vers une complète 

dissociation des particules quel que soit leur épaisseur  si nous laissons assez de temps au 

système. 

Tout comme le modèle développé précédemment pour les particules SAF 12, nous avons 

recherché ensuite paƌ uŶe appƌoĐhe thĠoƌiƋue, l͛eǆisteŶĐe de ĐoŶditioŶs pour les particules 

eŶ ǀoƌteǆ ŶotaŵŵeŶt suƌ la taille et l͛Ġpaisseuƌ, qui empêcheraient leur auto-polarisation. En 

effet, nous avons démontré précédemment que si la susceptibilité des particules est trop 

grande,  le champ de fuite créé par les particules microvortex avoisinantes sur une particule 
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donnée quand les particules sont en chaîne -loƌs de l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue- 

peut maintenir la polarisation des particules même si le champ magnétique est coupé. Cet 

effet d͛auto-polarisation est critique pour notre application finale et dans le domaine 

ďioŵĠdiĐal eŶ gĠŶĠƌal Đaƌ il ŵğŶe à l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules.                              

La susceptibilité critique au-delà de laquelle les vortex magnétiques demeurent auto-polarisés 

peut être obtenue en écrivant deux équations couplées : ;iͿ l͛uŶe eǆpƌiŵaŶt le ŵoŵeŶt 

magnétique acquis par une particule magnétique sous un champ appliqué (assumé comme 

restant dans le régime linéaire de la polarisation) : M = χVH où V est le volume de la particule, 

χ est sa susceptibilité, et H le champ agissant sur la particule, ;iiͿ l͛autƌe eǆpƌiŵaŶt Ƌue le 

champ magnétique agissant sur une particule donnée, est le champ de fuite crée par les autres 

particules polarisées avec un moment M. La condition d͛eǆisteŶĐe d͛une susceptibilité seuil 

au-delà de laquelle une auto-polarisation a lieu, est obtenue quand une solution non nulle 

pour M existe entre ces deux équations couplées 12. Tenant compte du fait que les particules 

sont cylindriques de rayon R et épaisseur magnétique t, et en assuŵaŶt Ƌue ĐhaĐuŶe d͛eŶtƌe 

elles agit comme un dipôle locale, la susceptibilité suivante est obtenue :  

                           �௧ℎ௦ℎ�ௗ = ����|�= = ଵ6 .ோ[∑ ቀ భ�యቁ��=భ ].௧ = ଵ6 ሺ∑ ቀ భ�యቁ��=భ .�              (2) 

 

La somme, dans laquelle N représente le nombre de particules le long de la chaine converge 

tƌğs ƌapideŵeŶt ǀeƌs ϭ.ϮϬϮ, la ǀaleuƌ eǆaĐte de N Ŷ͛a doŶĐ pas uŶe tƌğs gƌaŶde iŵpoƌtaŶĐe. 

Le faĐteuƌ ŶuŵĠƌiƋue K, de l͛oƌdƌe de ϭ à ϰ, dĠĐƌit le fait Ƌue le Đhaŵp de fuite ĐƌĠé sur une 

particule par les particules avoisinantes peut être réduit par le fait que les plans des particules 

le long des chaînes peuvent être non alignés.  

La Figure 21 illustre la comparaison des susceptibilités des particules en vortex 

(expérimentales et théoriques) avec la valeur de la susceptibilité seuil au-delà de laquelle les 

paƌtiĐules s͛auto-polarisent. Il apparaît Ƌue Ƌuel Ƌue soit le diaŵğtƌe et l͛Ġpaisseuƌ des 

particules, la susceptibilité des microvortex reste toujouƌs eŶ dessous du seuil ĐƌitiƋue d͛auto-

polaƌisatioŶ. EŶ ĐoŶĐlusioŶ, Đes paƌtiĐules eŶ ǀoƌteǆ Ŷe deǀƌaieŶt jaŵais s͛aggloŵĠƌeƌ paƌ des 

interactions magnétostatiques, taŶt Ƌu͛elles ĐoŶseƌǀeŶt uŶ comportement magnétique 

réversible à faibles champs.  
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Ce résultat marque un fort contraste avec les particules SAF, dont la susceptibilité peut être 

ajustée pour une même épaisseur finale de matériau magnétique en changeant le nombre de 

répétitions dans la multicouche, avec la possibilité de dépasser le seuil de susceptibilité 

conduisant à leur autopolarisation, donc à leur agglomération. 

 

2.3.3 Comparaison des couples générés par les particules SAF et 

vortex. 

 

Notre application biomédicale finale, visant à cibler et à détruire les cellules cancéreuses par 

les vibrations magnéto-ŵĠĐaŶiƋues des paƌtiĐules loƌsƋu͛elles soŶt attaĐhĠes auǆ ŵeŵďƌaŶes 

des Đellules, iŵpliƋue d͛utiliseƌ des paƌtiĐules Ƌui peuǀeŶt être actionnées par des champs 

magnétiques alternatifs. GrâĐe à l͛appƌoĐhe top-down, il est possible de produire des 

particules avec une anisotropie magnétique de forme, contrairement aux voies de synthèse 

bottom-up produisant principalement des particules quasisphériques, qui resteraient quasi-

immobiles.  

C͛est doŶĐ gƌâĐe à leuƌ aŶisotƌopie de foƌŵe Ƌue les paƌtiĐules SAF et ǀoƌteǆ peuǀeŶt ġtƌe 

activées par des champs magnétiques alternatifs. Pouƌ l͛appliĐatioŶ pƌĠǀue Ƌui est de produire 

des vibrations magnéto-mécaniques, dans le but de dĠĐleŶĐheƌ l͛apoptose des Đellules 

cancéreuses rénales, plus le couple exercé sur les membranes est fort, plus le traitement 

devrait être efficace. Nous avons donc comparé les couples magnétiques créés par les deux 

types de particules SAF et vortex.   

Le couple magnétique Γ exercé sur une particule magnétique ayant un moment magnétique 

m dans un champ magnétique donné H est donné par Γ = m x µ0H. 

En raison de la forme plate (énergie de champ démagnétisante favorisant une orientation 

d͛aiŵaŶtatioŶ daŶs le plaŶ), et de la faible anisotropie dans le plan des deux particules vortex 

et SAF, le moment magnétique net des particules (de volume V) peut être considéré comme 

étant dans le plan et aligné avec la projection dans le plan du champ appliqué. Si θ est l'angle 

entre le plan de la particule et le champ appliqué, l'amplitude du couple est donc : 

     Γ = µ0V x H2 x cos sin 

Selon cette expression, la valeur du couple est maximale lorsque le champ est à 45° du plan 

de la particule,  ces grandeurs étant schématisées sur la Figure 24. 
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Figure 24 : SĐhĠŵa ƌepƌĠseŶtaŶt la paƌtiĐule ;d͛aiŵaŶtatioŶ MͿ, daŶs uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue appliƋuĠ 
avec un angle  par rapport au plan de la particule, (B = µ0H).  Le couple Γ exercé sur la particule, est 

maximum pour un champ B appliqué à 45° du plan de la particule. 

 

Revenons à la comparaison entre le couple généré par les particules SAF et en vortex. Pour les 

particules en vortex, en tenant compte de leur volume cylindrique et leur susceptibilité 

doŶŶĠe paƌ l͛ĠƋuatioŶ ϭ ሺ��௧௫ = 4�మೃ [lnሺ8ோ ்⁄ ሻ−ଵ ଶ⁄ ] ) extraite de la référence 32, le couple est 

alors exprimé par l'équation suivante : 

                             Γ�௧௫ = ��ଶ ଶ�మோయ[lnሺ8� �⁄ ሻ−ͳ ʹ⁄ ]  cos � sin �                                    (3) 

 

Nous remarquons un fait intéressant : dans la mesure où la gamme de champ appliqué 

correspond au régime linéaire de déformation de l͛aiŵaŶtatioŶ du vortex, cette expression du 

couple ne dépend pas des caractéristiques du matériau magnétique (en particulier son 

aimantation et sa ĐoŶstaŶte de ƌaideuƌ d͛ĠĐhaŶgeͿ. En effet l͛eǆpƌessioŶ du Đouple ne dépend 

que de la géométrie des particules (épaisseur et rayon). Il est alors préférable d'utiliser des 

matériaux magnétiques doux (tels que Ni80Fe20) pour qui le Đœuƌ du ǀoƌteǆ puisse se déplacer 

d͛uŶe façoŶ plus réversible qu'avec un matériau magnétiquement plus dur. 

De la même manière, pour les particules carrées SAF, ce couple peut être calculé à partir de 

l͛eǆpƌessioŶ de la susĐeptiďilitĠ Ƌui est doŶŶĠe paƌ  

                                                                       χௌ�� = �బ.�ೄమ.௧4.ሺభೃ�−ଶమೃ�ሻ 
 

Cette expression de la susceptibilité est issue de l͛eǆpƌessioŶ de H=M(H), détaillée dans la 

référence 12 . Cette eǆpƌessioŶ est oďteŶue eŶ ŵiŶiŵisaŶt l͛ĠŶeƌgie totale du ŵultiĐouĐhe pƌeŶaŶt 

eŶ Đoŵpte l͛ĠŶeƌgie de Đouplage iŶteƌĐouĐhes ďiliŶĠaiƌe ;ĐaƌatĠƌisĠe paƌ le paƌaŵĠtƌe Jϭ‘uͿ  et 
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ďiƋuadƌatiƋue ;ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ le paƌaŵğtƌe JϮ‘uͿ et l͛ĠŶeƌgie )eeŵaŶ ĐaƌaĐtĠƌisaŶt le Đouplage 

du moment de chaque couche magnétique avec le champ appliqué. L͛eǆpƌessioŶ du Đouple eǆeƌĐĠ 

sur la particule est donc : 

                                    Γௌ�� = �ଶ .  �ଶ �ೄమ.�మ.௧మ4.ሺభೃ�−ଶమೃ�ሻ cos � sin �                                         (4) 

 

où « a » représente la dimension latérale des particules, « t » est l͛Ġpaisseuƌ magnétique 

totale, « n » est le nombre de couches non ŵagŶĠtiƋues suďdiǀisaŶt l͛épaisseur totale, J1Ru et 

J2Ru sont les constantes d'énergie de couplage entre les couches (couplages bilinéaire et bi-

quadratique respectivement), et Ms l͛aiŵaŶtatioŶ à satuƌatioŶ.  

Pour l͛Ġtude Đoŵpaƌatiǀe, le volume V des particules en vortex et SAF (respectivement πR2t et 

a2t) est égal pour les deux en définissant le rayon de la particule en vortex R = 0.7 µm et la 

taille des particules SAF a = 1.225 µm.  

La Figure 25 montre une comparaison des couples de ces deux types de particules, dans un 

champ appliqué à 45°,  H = 100 Oe. 

                       

Figure 25. Les couples magnétiques en fonction de l͛Ġpaisseuƌ des paƌtiĐules SAF et microvortex. Le 

champ magnétique H = 100 Oe est appliqué à un angle de 45° par rapport au plan des particules. Les 

couples magnétiques pour les particules vortex et SAF ont été calculés à partir des expressions (3) et 

(4) respectivement. Les particules SAF étant carrées de composition (NiFe/Ru)n/NiFe, avec n=11 ou 7 

répétitions, en assumant que Ms du NiFe =800 kA/m, J1Ru=6.6 x 10-5 J/m2 et J2Ru =2.2x 10-5 J/m2.  

 

Il ressort de ce graphique que pour les microvortex magnétiques, le couple ne varie que 

faiďleŵeŶt aǀeĐ l͛augŵeŶtatioŶ de l͛Ġpaisseuƌ ŵagŶĠtiƋue à Đause de l͛ĠǀolutioŶ 

logarithmique de la susceptibilité des vortex en fonction de leur épaisseur t.  Un gain de couple 
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de 20 % peut ġtƌe oďteŶu eŶ douďlaŶt l͛Ġpaisseuƌ ŵagŶĠtiƋue ;de ϱϬ nm à 100 nm par 

exemple). Une manière efficace d͛augŵeŶteƌ Đe Đouple seƌait d͛augŵeŶteƌ le ƌaǇoŶ des 

particules. En effet, le couple varie proportionnellement à r3, ou encore d͛augmenter 

l͛aŵplitude du champ alternatif appliqué ; rappelons que le couple est proportionnel à H2. 

Le couple des particules SAF peut atteindre des valeurs significativement plus importantes que 

les particules en vortex à des champs magnétiques modérés. Nous avons calculé un couple 5 

fois plus grand pour les SAF que pour les vortex pour les plus grandes épaisseurs (t ~ 120nm). 

Par conséquent, les particules SAF, une fois attachées aux membranes cellulaires devraient 

être plus efficaces pour la perturbation mécanique des membranes que les particules en 

vortex. Nous remarquons malgré tout que pour des épaisseurs inférieures à environ 40 nm, le 

couple généré par les particules vortex peut devenir plus important que celui des particules 

SAF. 

Cependant, de manière évidente, à des champs plus élevés que les champs de saturation des 

particules, les couples deviennent égaux pour les deux types de particules puisque les volumes 

magnétiques des particules SAF ou vortex sont égaux.  

2.4 Conclusion  

 

En conclusion, lors de la comparaison entre les particules SAF et  vortex, les points suivants 

doivent être pris en compte. Même si les particules vortex génèrent des valeurs de couples 

moins importantes que les particules SAF, leur aptitude à déclencher l͛apoptose des Đellules 

cancéreuses a déjà été démontrée.  

Comme expliqué précédemment dans la partie «  

Procédés de fabrication développés en salle blanche», les particules SAF sont plus complexes 

à fabriquer vu leur constitution en multicouches avec un couplage antiferromagnétique entre 

les couches ferromagnétiques successives, qui est atteint en utilisant des couches séparatrices 

spĠĐifiƋues telles Ƌue le ƌuthĠŶiuŵ doŶt l͛Ġpaisseuƌ doit ġtƌe ŵiŶutieuseŵeŶt ĐoŶtƌôlĠe 

(typiquement  

tRu=0.8 nm ± 0.1 nm). Ceci requiert des couches de très faibles rugosités, rendant le procédé 

de fabrication des particules SAF difficile, d͛autaŶt plus eŶ teŶaŶt Đoŵpte de la contrainte 

supplémentaire – par rapport aux applications habituelles des SAF en spintronique (e.g. têtes 

magnétorésistives pour disques durs)-  de mise en solution des particules à la fin du procédé. 
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En effet la sous-couche sacrificielle composée ici de résine, doit elle-même présenter cette 

rugosité minimale. Et pour les expériences en biologie où un nombre relativement important 

de paƌtiĐules est ƌeƋuis pouƌ l͛oďteŶtioŶ de ƌĠsultats sigŶificatifs, il est grandement nécessaire 

eŶ effet Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ ait aucune agglomération de particules.   

Au ĐoŶtƌaiƌe, les paƌtiĐules eŶ ǀoƌteǆ soŶt plus faĐiles à faďƌiƋueƌ ĠtaŶt doŶŶĠ Ƌu͛elles 

ĐoŶsisteŶt eŶ uŶe seule ĐouĐhe de ŵatĠƌiau ŵagŶĠtiƋue doŶt l͛Ġpaisseur et la rugosité ne 

nécessitent pas un contrôle rigoureux. De plus, les particules en vortex seraient plus faciles à 

réaliser avec des oxydes de fer Fe3O4 (magnétite) et γ-Fe3O4 (maghémite), dont la 

biocompatibilité a été démontrée. Pour les particules SAF, remplacer le Ru par un matériau 

biocompatible serait plus délicat. 

 

En résumé, nous avons décrit dans ce chapitre les procédés top-down développés en salle 

blanche pour la fabrication des particules SAF et vortex, aussi, nous avons mené une large 

étude suƌ l͛oƌigiŶe de la ƌugositĠ Ƌui appaƌait à uŶe Ġtape du pƌoĐĠdĠ de faďƌiĐatioŶ, Đette 

étude étant dĠtaillĠe daŶs l͛aŶŶeǆe ŶuŵĠƌo Ϯ.  EŶfiŶ, nous avons présenté dans ce chapitre la 

comparaison entre deux types de particules magnétiques adaptées aux applications 

biomédicales. Les deux types de particules SAF et vortex présentent chacune des avantages. 

Les particules SAF peuvent, en principe, produire des couples plus importants que les vortex, 

mais sont plus difficiles à fabriquer, plus spécialement avec des matériaux biocompatibles. Les 

particules en vortex sont plus facilement réalisables, aussi, leur susceptibilité est toujours en 

dessous du seuil d͛auto-polaƌisatioŶ de façoŶ à Đe Ƌue les paƌtiĐules Ŷe s͛aggloŵğƌeŶt jaŵais.   

Le procédé de fabrication maîtrisé et les propriétés magnétiques caractérisées, le chapitre qui 

suit dĠĐƌit la ďiofoŶĐtioŶŶalisatioŶ ĐhiŵiƋue des paƌtiĐules ƌeĐouǀeƌtes d͛oƌ, Đette Ġtape aǇaŶt 

pouƌ oďjeĐtif d͛aĐĐƌoĐheƌ l͛aŶtiĐoƌps à la suƌfaĐe des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues. Cet aŶtiĐoƌps 

spĠĐifiƋue peƌŵettƌa eŶsuite à la paƌtiĐule de se lieƌ à l͛aŶtigğŶe eǆpƌiŵĠ paƌ la Đellule 

ĐaŶĐĠƌeuse, eŶsuite, l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue alteƌŶatif eǆtĠƌieuƌ feƌa osĐilleƌ Đes 

particules, qui transmetteront  aux membranes cellulaires les effets des couples magnéto-

mécaniques étudiés ci-dessus.  
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Chapitre 3 : Fonctionnalisation des particules 

magnétiques 
 

 

Dans ce chapitre, nous décrivons la fonctionnalisation de la surface des particules en micro-

vortex magnétiques, cette étape est très impoƌtaŶte et a pouƌ oďjeĐtif l͛aŶĐƌage des aŶtiĐoƌps 

à la surface des particules pour permettre la liaison de celles-ci aux antigènes membranaires 

des cellules cancéreuses. Rappelons que dans le procédé de fabrication des particules 

magnétiques (décrit dans la première partie du second chapitre), nous avons décrit 

l͛iŶtƌoduĐtioŶ d͛uŶe Ġtape supplĠŵeŶtaiƌe Ƌui est le dĠpôt d͛uŶe ĐouĐhe d͛oƌ aǀaŶt et apƌğs 

le dĠpôt ŵagŶĠtiƋue. L͛oďjeĐtif ĠtaŶt d͛eŶƌoďeƌ les paƌtiĐules aǀeĐ uŶ ŵatĠƌiau ďioĐoŵpatiďle 

et dont la modification de la chimie de surface est connue et largement étudiée dans la 

littérature. 

La fonctionnalisation de surface a été réalisée au CEA au sein du groupe SPrAM/CREAB (Chimie 

pouƌ la ‘eĐoŶŶaissaŶĐe et l͛Etude d͛Asseŵďlages BiologiƋuesͿ. L͛activité principale de cette 

équipe se situe à l'interface entre physique, chimie, biologie et nanotechnologies, pouƌ l͛Ġtude 

d͛interactions spécifiques entre surfaces fonctionnalisées et objets biologiques de 

complexités différentes - de la molécule individuelle à la cellule, en passant par les 

nanoparticules décorées, les vésicules et autres. 

Diǀeƌses foŶĐtioŶŶalisatioŶs de suƌfaĐes d͛oƌ oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠes au seiŶ du gƌoupe C‘EAB. 

Cette expertise a été mise à profit dans le travail de cette thèse pour développer une 

biofonctionnalisation adéquate des particules en micro-vortex magnétiques. Le schéma de 

foŶĐtioŶŶalisatioŶ Đhoisi ĐoŶsiste à adsoƌďeƌ suƌ la suƌfaĐe d͛oƌ des ŵolĠĐules « cross- linker » 

Ƌui se lieŶt à la fois suƌ les suƌfaĐes d͛oƌ paƌ uŶe eǆtƌĠŵitĠ et suƌ la ŵolĠĐule d͛iŶtĠƌġt paƌ la 

seĐoŶde eǆtƌĠŵitĠ, l͛ĠtaďlisseŵeŶt de Đes liaisoŶs ĐhiŵiƋues ƌeƋuĠƌaŶt des Ġtapes et des 

conditions spécifiques qui sont détaillées dans le corps de ce chapitre.    

 

3.1  Auto-assemblage des thiols sur les surfaces d’or 

 

La première étape du procédé de bio-fonctionnalisation des particules magnétiques consiste 

à ƌeĐouǀƌiƌ la suƌfaĐe des paƌtiĐules paƌ des ŵolĠĐules pouǀaŶt se lieƌ à l͛oƌ d͛uŶ ĐôtĠ, et auǆ 

aŶtiĐoƌps de l͛autƌe. Pouƌ Đela, Ŷous aǀoŶs utilisĠ les ŵoŶoĐouĐhes auto-assemblées ou 
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« SAMs » (Self-Asseŵďled MoŶolaǇeƌsͿ d͛alkaŶethiols et dialkaŶethiols suƌ oƌ. EŶ effet, Đes 

derniers représentent des éléments clés pour la réalisation de nombreux dispositifs avec 

diverses applications dans le vaste domaine des nanotechnologies.  

Le terme « auto-assemblage » se ƌĠfğƌe à la foƌŵatioŶ spoŶtaŶĠe d͛uŶitĠs disĐƌğtes 

nanométriques à partir de sous-unités simples ou de briques de base (building blocks).  

Durant le pƌoĐĠdĠ d͛auto-assemblage, les sous-unités (atomes, molécules..) se combinent de 

façon à former une structure secondaire, plus complexe avec moins de degrés de liberté. Alors 

que les membranes biologiques peuvent être considérées comme des systèmes auto-

assemblés hautement sophistiqués 63, les monocouches auto-assemblées quant à elles sont 

considérées comme les systèmes les plus simples. En quelques mots, les SAMs sont des 

aƌƌaŶgeŵeŶts de ŵolĠĐules ou d͛atoŵes adsoƌďĠs suƌ des suƌfaĐes solides suƌ lesƋuelles les 

forces intermoléculaires jouent un rôle clé. Ces arrangements peuvent être spontanément 

foƌŵĠs à paƌtiƌ d͛uŶe solutioŶ ou d͛uŶe phase vapeur.  Chaque molécule peut être divisée en 

trois parties distinctes : la tête (groupement de liaison à la surface), le squelette (chaîne 

carbonée principale) et le groupement terminal portant les groupements actifs.  

Le groupe de tête guide le processus d͛auto-assemblage sur un type de substrat, reliant la 

chaine hydrocarbonée à la surface métallique par une forte liaison. Les interactions entre les 

chaînes carbonées des squelettes impliquant des forces hydrophobes et de Van Der Waals, 

maintiennent une structure resserrée et contribuent à la stabilisation de la structure.  Le 

groupe terminale confère des propriétés spécifiques à la surface et peut servir à ancrer 

différentes molécules, des biomolécules ou des nanostructures, par de faibles interactions ou 

des liaisons covalentes.  

Les SAMs présentent de très nombreux avantages pour la fonctionnalisation des surfaces, 

notamment pour la facilité de leur préparation, une grande flexibilité et un large choix de 

groupes terminaux et la possibilité de former des SAMs sur des objets de toutes tailles avec 

une grande variété de formes. 

Les SAMs peuǀeŶt ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe l͛iŶteƌfaĐe eŶtƌe deuǆ ŵoŶdes : les composés 

iŶoƌgaŶiƋues ;ŵĠtauǆ, seŵiĐoŶduĐteuƌsͿ d͛uŶ ĐôtĠ, et les ŵatiğƌes ďiologiƋues et oƌgaŶiƋues 

de l͛autre. Ils représentent un moyen facile de lier des matériaux avec des propriétés physico-

chimiques complètement différentes. 
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Dans le domaine de la médecine, les SAMs de thiols sont utilisés comme agents de liaison de 

biomolécules dans la délivrance ciblée de médicaments et également pour fonctionnaliser des 

dispositifs médicaux tels que les stents en or 64. 

Pouƌ Ŷotƌe Ġtude ĐoŶĐeƌŶaŶt l͛utilisatioŶ de paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues ĠlaďoƌĠes paƌ l͛appƌoĐhe 

top-doǁŶ pouƌ iŶduiƌe l͛apoptose des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses, Ŷous aǀoŶs Đhoisi uŶe 

fonctionnalisation des particules avec la chimie des thiols sur or, en effet, les atomes de 

souffƌe oŶt uŶe foƌte affiŶitĠ pouƌ l͛oƌ, Đe Ƌui peƌŵet d͛utiliseƌ les thiols Đoŵŵe iŶteƌŵĠdiaiƌes 

pouƌ le gƌeffage de ŵolĠĐules ďiologiƋues suƌ les suƌfaĐes d͛oƌ.   

Le paƌagƌaphe suiǀaŶt dĠĐƌit les pƌiŶĐipales Ġtapes d͛ĠlaďoƌatioŶ d͛uŶ SAM de thiols à la 

surface des particules magnétiques recouǀeƌtes d͛oƌ.  

 Rappelons que la fonctionnalisation des particules magnétiques a pouƌ ďut d͛aŶĐƌeƌ des 

anticorps à leur surface afin de lier les particules aux antigènes se trouvant sur les membranes 

Đellulaiƌes. AfiŶ d͛optiŵiseƌ l͛aŶĐƌage des aŶtiĐoƌps sur les groupements réactifs du SAM, nous 

aǀoŶs Đhoisi d͛Ġlaďoƌeƌ uŶ SAM ŵiǆte Đ'est-à-dire un SAM constitué par la coadsorption de 

deuǆ thiols distiŶĐts suƌ la ŵġŵe suƌfaĐe d͛oƌ 65.  Nous avons choisi de construire un SAM 

contenant des carboxythiols longs (C12) et des hydroxythiols courts (C6) avec un ratio de 1/5 

en faveur des thiols courts. Le premier possède un groupement terminal actif pour le greffage 

des aŶtiĐoƌps, le seĐoŶd a ĠtĠ utilisĠ Đoŵŵe espaĐeuƌ pouƌ Ġǀiteƌ les effets d͛eŶĐoŵďƌeŵeŶts 

stériques lors de la fixation de ces derniers. 

La préparation du SAM mixte de thiols débute par la préparation de la solution contenant les 

deux types de thiols diluĠs daŶs de l͛ĠthaŶol aŶhǇdƌe aǀeĐ le pƌeŵieƌ thiol loŶg [11-

MercaptoUndécaoic acid (HSCH2(CH2)]  à une concentration de 2 mM et le second thiol court 

[6-Mercapto-1Hexanol]  à une concentration de 10 mM, soit 5 fois plus concentré que les 

ĐaƌďoǆǇthiols loŶgs pouƌ peƌŵettƌe l͛espaĐeŵeŶt de Đes deƌŶieƌs loƌs de la foƌŵatioŶ du SAM 

à la surface des microparticules magnétiques, comme le schématise la Figure 26. 
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Figure 26. SĐhĠŵa d͛adsoƌptioŶ du SAM ŵiǆte suƌ la ĐouĐhe d͛oƌ ƌeĐouǀƌaŶt les paƌtiĐules 
magnétiques.  

 

 

3.2  Activation des groupements carboxyliques de SAMs 

 

Les fonctions carboxyliques sont très intéressantes pour les applications biologiques car elles 

peƌŵetteŶt d͛accrocher des biomolécules de façon covalente dans des conditions douces sur 

des substrats en or. La liaison des groupements carboxyliques avec les fonctions amines, 

disponibles en grande quantité dans les biomolécules en général, nécessite une étape 

d͛aĐtivation des fonctions carboxyliques pour les transformer en ester activé.  

Les composés contenant des fonctions carbodiimide N-C-N  sont des agents déshydratants 

souvent utilisés pour activer les acides carboxyliques COOH pour faciliter leur couplage avec 

les amines primaires NH2 pour former des liaisons amides COONH.  

Pour activer les fonctions carboxyliques des thiols longs du SAM mixte, nous avons utilisé de 

l͛EDC ;1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide), qui est un carbodiimide soluble dans 

l͛eau. L͛ajout de Đe deƌŶieƌ gĠŶğƌe l͛ester activé intermédiaire paƌ ƌĠaĐtioŶ d͛additioŶ du 

gƌoupeŵeŶt OH de l͛aĐide ĐaƌďoǆǇliƋue suƌ le ĐaƌďoŶe ĠleĐtƌodĠfiĐieŶt de l͛EDC, selon la 

Figure 27. 

CouĐhe d͛oƌ ƌeĐouǀƌaŶt 
la particule magnétique  

Hydroxythiols courts 

Carboxythiols longs 
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Figure 27 : SĐhĠŵa ƌĠaĐtioŶŶel de l͛EDC aǀeĐ les gƌoupeŵeŶts ĐaƌďoǆǇl des thiols loƌs de l͛aĐtiǀatioŶ 
des fonctions COOH. 

 

CepeŶdaŶt, l͛EDC Ŷ͛est pas paƌtiĐuliğƌeŵeŶt effiĐaĐe pouƌ le Đouplage des gƌoupeŵeŶts COOH 

aǀeĐ les aŵiŶes poƌtĠes paƌ des aŶtiĐoƌps. EŶ effet, l͛esteƌ aĐtiǀĠ est iŶstaďle eŶ solutioŶ 

aqueuse. Pour cette raison, nous combinons l͛utilisatioŶ de l͛EDC aǀeĐ du 

NHydroxysuccinimide NHS, souvent utilisé pouƌ augŵeŶteƌ l͛effiĐaĐitĠ du Đouplage COOH-

NH2, (Figure 28). 

 
Figure 28 : SĐhĠŵa ƌĠaĐtioŶŶel de l͛attaƋue ŶuĐlĠophile du NHS suƌ l͛esteƌ activé. 

 

Apƌğs Đette Ġtape d͛aĐtiǀatioŶ des gƌoupeŵeŶts ĐaƌďoǆǇliƋues de SAMs, les aŶtiĐoƌps peuǀeŶt 

être attachés  de façon covalente à la surface des microparticules magnétiques par la réaction 

d͛amidation. 

 

O 

OH  

Particule + SAM +   

groupement carboxyl terminal 

Ester O-Acilysourea 
NHS ester semi-stable 

NHS  

+  

+ 

EDC 

Ester activé 



 

73 
 

 

3.3 Caractérisation de la formation du SAM par la microscopie  à 

fluorescence  

 

AǀaŶt de passeƌ à l͛Ġtape de la liaisoŶ des aŶtiĐoƌps suƌ les paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues, il est 

indispensable de vérifier si la première couche de SAMs a bien été liée à la surface des 

particules magnétiques après la première étape de fonctionnalisation. La formation du SAM a 

été caractérisée par la microscopie à fluorescence. Pour cela, la streptavidine couplée à un 

fluorophore appelé phycoérythrine a été utilisée. La streptavidine est une protéine purifiée 

de la bactérie Streptomyces avidinii.  Comme les anticorps, elle possède de nombreuses 

fonctions amines primaires Ƌui peƌŵetteŶt l͛aŶĐƌage sur des surfaces via la liaison à des 

groupements carboxyliques. De plus, l͛utilisatioŶ de la stƌeptaǀidiŶe s͛aǀğƌe plus ĠĐoŶoŵiƋue 

que celle des anticorps. 

La détection par la fluorescence est très utilisée dans les systèmes miniaturisés, le principe 

étant ďasĠ suƌ le ŵaƌƋuage d͛uŶe Điďle paƌ uŶ fluoƌophoƌe : ŵolĠĐule Ƌui aďsoƌďe l͛ĠŶeƌgie 

d͛uŶe souƌĐe luŵiŶeuse à uŶe ĐeƌtaiŶe loŶgueuƌ d͛oŶde ;eǆĐitatioŶͿ et la ƌestitue eŶ paƌtie 

sous forme de lumière fluorescente (émission) à uŶe loŶgueuƌ d͛oŶde supĠƌieure. L͛eǆĐitatioŶ 

et l͛ĠŵissioŶ soŶt des pƌopƌiĠtĠs iŶtƌiŶsğƋues du fluoƌophoƌe. UŶ des iŶĐoŶǀĠŶieŶts ŵajeuƌs 

de cette technique est le photoblanchiment qui correspond à la perte des propriétés 

d͛ĠŵissioŶ des fluoƌophoƌes sous l͛effet d͛uŶe eǆĐitatioŶ pƌolongée à une intensité lumineuse. 

Tout d͛aďoƌd, Ŷous aǀoŶs laissĠ l͛ĠĐhaŶtilloŶ ĐoŶteŶaŶt le ƌĠseau de paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues 

fixées sur la plaque de silicium, en immersion dans la solution de thiols environ 24h (temps 

estimé nécessaire pour la formation de SAM bien ordonnée suƌ les suƌfaĐes d͛oƌͿ. EŶsuite, les 

groupements carboxyliques de SAM ont été activés par EDC/NHS. Enfin, nous avons ajouté 

une solution de streptavidine couplée à la phycoérythrine pouƌ ƌĠǀĠleƌ l͛adsoƌptioŶ des thiols 

suƌ les suƌfaĐes d͛oƌ. Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ĐitĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, la stƌeptaǀidiŶe paƌ ses 

nombreux groupements amines primaires a pu être substituée aux anticorps dans cette 

eǆpĠƌieŶĐe, puisƋu͛elle se lie de la ŵġŵe façoŶ aux fonctions carboxyliques terminales. En 

parallèle, un échantillon témoin a reçu le même traitement mais sans présence de thiols en 

solutioŶ. L͛oďseƌǀatioŶ paƌ la fluoƌesĐeŶĐe des ĠĐhaŶtilloŶs, pƌĠseŶtĠe suƌ la figuƌe ϰ,  ŵet eŶ 
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évidence la réussite de cette pƌeŵiğƌe Ġtape de foŶĐtioŶŶalisatioŶ, ŵoŶtƌaŶt ďieŶ l͛adsoƌptioŶ 

des thiols suƌ les suƌfaĐes d͛oƌ des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues. 

 

 
 
Figure 29 : SĐhĠŵa eǆpliĐatif de la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe du SAM de thiols à la suƌfaĐe de l͛oƌ. Photos au 
ŵiĐƌosĐope à fluoƌesĐeŶĐe du ƌĠseau de paƌtiĐules apƌğs l͛ajout de stƌeptaǀidiŶe fluoƌesĐeŶte A/ Suƌ 
un réseau de partiĐules Đouǀeƌtes d͛oƌ apƌğs iŵŵeƌsioŶ daŶs la solutioŶ de thiols : oďseƌǀatioŶ d͛uŶ 
réseau de points fluorescents de 1 µm x 1 µm avec une périodicité de 3 µm,  montrant la 

fonctionnalisation des particules par les SAMs. B/ Sur une surface témoin après immersion dans la 

solution sans thiol : elle ne présente pas de fluorescence. La fonctionnalisation par les SAMs de thiols 

est ďieŶ dĠŵoŶtƌĠe suƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ A. 

 

Les résultats de cette expérience montrent deux réalisations réussies pour la bio-

fonctionnalisation des particules magnétiques : premièrement, le protocole opératoire 

développé permet bien la formation du SAM à la surface des particules. Deuxièmement, la 

liaison de la streptavidine fluorescente prouve que les groupements carboxyliques du SAM 

ont bien ĠtĠ aĐtiǀĠs paƌ le pƌoĐĠdĠ ĠlaďoƌĠ ŵettaŶt eŶ œuǀƌe le Đouple EDC/NHS. Ces 

pƌeŵiğƌes Ġtapes d͛adsoƌptioŶ du SAM de thiols et l͛aĐtiǀatioŶ de ses foŶĐtioŶs ĐaƌďoǆǇliƋues 

ƌĠussies, Ŷous pouǀoŶs doŶĐ dĠďuteƌ les tests d͛iŵŵoďilisatioŶ des aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋues, qui 
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streptavidine fluorescente 
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serviront plus tard, rappelons-le, à la liaison sur les antigènes membranaires des cellules 

cancéreuses. 

3.4 L’immobilisation des anticorps 

 

Les anticorps, appelés aussi immunoglobulines, sont des protéines du système immunitaire. 

Ils ont pour fonction la fixation spécifique sur des pathogènes via la reconnaissance de 

protéines spécifiques appelées antigènes. Les anticorps sont constitués de chaînes 

polypeptidiques structurées en Y, la propriété de reconnaissance étant conférée par le 

fragment appelé Fab (Fragment antigen binding), voir Figure 30.  Nous reviendrons sur 

l͛iŵpoƌtaŶĐe de Đette stƌuĐtuƌe loƌs de la foŶĐtioŶŶalisatioŶ paƌ les aŶtiĐoƌps et le tƌaiteŵeŶt 

sur les cellules dans les parties suivantes de ce chapitre. 

                                
Figure 30 : StƌuĐtuƌe d͛uŶ aŶtiĐoƌps. 

 

3.4.1 Mise en évidence de l’immobilisation des anticorps sur SAM 

 

UŶe fois l͛adsoƌptioŶ des thiols ǀĠƌifiĠe, l͛oďjeĐtif du second test de vérification est de 

dĠŵoŶtƌeƌ l͛iŵŵoďilisatioŶ des ŵolĠĐules d͛aŶtiĐoƌps suƌ SAM.  Apƌğs l͛aĐtiǀatioŶ des 

groupements carboxyliques, les particules magnétiques sont transférées dans une solution 

d͛aŶtiĐoƌps d͛oƌigiŶe ĐoŵŵeƌĐiale ;ƌĠfĠƌeŶĐe sc-25599 Santa Cruz Biotechnologies). Les 

groupements amines primaires NH2 disponibles en grande proportion dans les molécules 

pƌotĠiƋues d͛aŶtiĐoƌps ǀoŶt se suďstitueƌ au NHS daŶs les esteƌs  aĐtiǀĠs. La ƌĠaĐtioŶ a lieu 

daŶs uŶe solutioŶ d͛aŶtiĐoƌps diluĠs dans du PBS à pH8 pendant 90 minutes.  

Régions variables (Fab) 

Site de liaisoŶ à l͛aŶtigğŶe 

Région constante 
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Pouƌ faĐiliteƌ la ǀisualisatioŶ de la liaisoŶ des aŶtiĐoƌps paƌ ŵiĐƌosĐopie optiƋue, l͛eǆpĠƌieŶĐe 

décrite ci-dessous a ĠtĠ ƌĠalisĠe suƌ uŶe plaƋue d͛oƌ de diŵeŶsioŶ ϭ Đŵ ǆ ϯ Đŵ ;ĠǀitaŶt 

l͛utilisatioŶ de paƌtiĐules ŵicrométriques). 

UŶe solutioŶ d͛aŶtiĐoƌps d͛iŶtĠƌġt ĐouplĠs à des ŵolĠĐules de ďiotiŶe à ϭϬµg/ŵl a été 

pƌĠpaƌĠe, puis Ŷous aǀoŶs foŶĐtioŶŶalisĠ uŶe zoŶe ƌĠduite de la plaƋue d͛oƌ aǀeĐ Đes aŶtiĐoƌps 

ďiotiŶǇlĠs.  Apƌğs aǀoiƌ laǀĠ la plaƋue d͛oƌ aǀeĐ du PBS, la liaisoŶ spĠĐifiƋue des aŶtiĐoƌps auǆ 

SAMs de thiols a été révélée en microscopie à fluorescence paƌ l͛ajout de stƌeptaǀidiŶe 

couplée au fluorophore phycoérythrine (PE) sur l͛eŶseŵďle de la plaƋue d͛oƌ. Cette eǆpĠƌieŶĐe 

est expliquée sur la Figure 31 ci-dessous. 

 
Figure 31 : Schéma récapitulatif du test de validation de liaison des anticorps. (1) adsorption du SAMs 

de thiols à la surface d͛uŶe plaƋue d͛oƌ, aǀeĐ l͛Ġtape d͛aĐtiǀatioŶ des gƌoupeŵeŶts ĐaƌďoǆiliƋues. ;ϮͿ 
DĠpôt d͛uŶe goutte d͛uŶe solutioŶ contenant des anticorps biotinylés. ;ϯͿ IŵŵeƌsioŶ de la plaƋue d͛oƌ 
dans une solution de streptavidine-PE. (4) observation au microscope à fluorescence du bord de 

l͛eŵplaĐeŵeŶt de la goutte révélant la liaison réussie des anticorps sur les carboxy-thiols activés. 
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Le résultat obtenu ci-dessus montre que les anticorps se sont bien fixés aux carboxy-thiols 

aĐtiǀĠs Đoŵŵe oŶ peut le ǀoiƌ suƌ l͛iŵage (4) de la Figure 31. EŶ effet, il est possiďle d͛oďseƌǀeƌ 

la foƌŵe d͛uŶ Ƌuaƌt de goutte ĠŵettaŶt uŶe fluoƌesĐeŶĐe, ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛eŵplaĐeŵeŶt de 

la goutte d͛aŶtiĐoƌps ďiotiŶǇlĠs dĠposĠe suƌ le suďstƌat eŶ oƌ apƌğs l͛aĐtiǀatioŶ des thiols. Loƌs 

de l͛iŵŵeƌsioŶ daŶs la solutioŶ ĐoŶteŶaŶt de la stƌeptaǀidiŶe-PE, en se liant aux molécules de 

biotines couplées aux anticorps, la streptavidine émet la fluorescence à l͛oďseƌǀatioŶ au 

microscope, mettant ainsi en évidenĐe la pƌĠseŶĐe d͛aŶtiĐoƌps iŵŵoďilisĠs suƌ le suďstƌat d͛oƌ 

foŶĐtioŶŶalisĠ. La zoŶe tĠŵoiŶ hoƌs de la goutte d͛aŶtiĐoƌps Ŷ͛Ġŵet pas de fluoƌesĐeŶĐe 

restant noire, confirmant la localisation précise des anticorps et leur lien spécifique aux SAMs. 

3.4.2 Maintien de la fonction de reconnaissance des anticorps 

La foŶĐtioŶ pƌiŶĐipale d͛uŶ aŶtiĐoƌps est la reconnaissance et la liaison à un antigène. Cette 

propriété est mise à profit pour lier les microparticules magnétiques aux membranes des 

cellules cancéreuses et transmettre les stimuli des vibrations magnéto-mécaniques. La 

présence des antigènes sur les membranes des cellules cancéreuses sélectionnées (SKRC 59) 

a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe paƌ des teĐhŶiƋues de ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ et d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe, 

expliquées et décrites plus loin dans le chapitre 4.   

Au cours de la fonctionnalisation des microparticules magnétiques, la fixation des anticorps 

aux carboxythiols activés peut se produire par différentes parties des anticorps, de manière 

aléatoire, et pourrait avoir lieu au niveau des domaines de reconnaissance des anticorps. Une 

telle orientation pourrait altérer la fonction de reconnaissance, il est donc indispensable de 

mettre en place un test de vérification du maintien de cette propriété en post-

fonctionnalisation. 

Afin de mettre en évidence la reconnaissance entre les anticorps immobilisés sur les 

microparticules, et les Đellules ĐaŶĐĠƌeuses ƌĠŶales, Ŷous aǀoŶs foŶĐtioŶŶalisĠ la ŵoitiĠ d͛uŶe 

plaque de silicium portant les particules, aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋue, l͛autƌe moitié témoin ne 

recevant pas cet anticorps. Enfin, l'ensemble de l'échantillon a été immergé dans une 

solution de blocage à la BSA (Albumine de sérum bovin) pour limiter les fixations non 

spécifiques des cellules. En ensemençant les cellules cancéreuses sur le wafer, le résultat 

escompté serait que les cellules soient capturées et concentrées dans les zones 

foŶĐtioŶŶalisĠes paƌ les aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋues. S͛il Ŷ͛Ǉ aǀait pas de reconnaissance entre 

anticorps et cellules, les cellules pourraient recouvrir la totalité des particules, juste par 
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adsoƌptioŶ ŶoŶ spĠĐifiƋue suƌ l͛oƌ. L͛eǆpĠƌieŶĐe est eǆpliƋuĠe suƌ le sĐhĠŵa Đi-dessous, Figure 

32.   

Figure 32 : Expérience de validation du maintien de la fonction de reconnaissance des anticorps après 

l͛Ġtape de fonctionnalisation les liants aux particules. 

Le résultat ci-dessus est tƌğs iŶtĠƌessaŶt Đaƌ d͛uŶe paƌt, il ĐoŶfiƌŵe Ƌue la Đhiŵie de formation 

des SAMs de thiols et la fixation des anticorps a été obtenue, d͛autƌe paƌt l͛hǇpothğse Ƌue les 

cellules soient adsorbées aux surfaces en or de façon non spécifique est écartée car la moitié 

de l͛ĠĐhaŶtilloŶ Ŷe ĐoŶteŶaŶt pas d͛aŶtiĐoƌps Ŷe ĐoŶtieŶt pas non plus de cellules cancéreuses. 

Ces résultats montrent que les anticorps immobilisés à la surface des particules gardent bien 

leur fonction de reconnaissance et de liaison envers les antigènes présents sur les membranes 

des cellules cancéreuses.  

En résumé, nous avons décrit dans ce chapitre le procédé de bio-fonctionnalisation conçu et 

utilisé pour ancrer des anticorps à la surface des particules magnétiques. Nous avons établi la 

pƌoĐĠduƌe d͛adsoƌptioŶ de la ŵoŶoĐouĐhe auto asseŵďlĠe de thiols ŵiǆtes suƌ les suƌfaĐes 

eŶ oƌ Ƌui ƌeĐouǀƌeŶt les paƌtiĐules, aiŶsi Ƌue l͛aĐtivation des fonctions carboxyliques 

présentes dans le SAM de thiol permettant la liaison aux groupements amines primaires des 
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anticorps. Pour mettre en évidence cette chimie, nous avons développé des protocoles 

expérimentaux de validation pour chaque étape clé. Basés sur des observations en 

microscopie optique à réflexion et à fluorescence, ces expériences ont permis de démontrer 

de façoŶ Ŷette l͛ĠtaďlisseŵeŶt des diffĠƌeŶtes liaisoŶs ĐhiŵiƋues dĠtaillĠes daŶs Đe Đhapitƌe. 

Ces résultats encourageants ouvrent la voie au lancement des premières expériences de 

stimuli magnéto-mécaniques sur les cellules cancéreuses rénales par des micro particules 

magnétiques. Nous avons utilisé pour ces tests les particules en microvortex magnétiques 

pour les raisons évoquées dans la première partie du deuxième chapitre (simplicité du 

pƌoĐĠdĠ de faďƌiĐatioŶ, faĐileŵeŶt ƌĠalisaďles aǀeĐ des ŵatĠƌiauǆ ďioĐoŵpatiďles… etĐͿ  
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Chapitre 4. Traitement des cellules cancéreuses par les 

vibrations magnéto-mécaniques  
 

4.1 Introduction 

 

A partir des microparticules magnétiques préparées par l͛appƌoĐhe «top-down», synthétisées, 

caractérisées et fonctionnalisées, l͛Ġtude biologique visant à la destruction de cellules 

cancéreuses par les vibrations magnéto-mécaniques de particules attachées aux membranes 

cellulaires, peut être démarrée. Ce dernier chapitre décrit la mise en place de premières 

expériences de stimuli magnéto-mécaniques par des microparticules en vortex magnétiques 

fonctionnalisées, ciblant essentiellement des cellules cancéreuses rénales. 

Après avoir détaillé les caractéristiques de la lignée cellulaire cancéreuse utilisée, nous 

décrirons le pƌotoĐole eǆpĠƌiŵeŶtal pouƌ l͛iŶteƌfaçage des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues aǀeĐ les 

cellules cancéreuses, et la mise en place du traitement menant à leur destruction, notamment 

leur apoptose. Les pƌeŵieƌs ƌĠsultats ďiologiƋues de l͛aĐtioŶ aŶtiŶĠoplasiƋue oďteŶus seront 

présentés et discutés. 

4.2 Culture cellulaire 

 

Pour étudier le comportement des cellules cancéreuses, il faut commencer par les mettre en 

culture pour disposer de populations de cellules suffisantes pour mener à bien les tests 

envisagés et obtenir des données statistiques sur les comportements observés. On appelle 

culture cellulaire le maintien en vie des cellules en dehors de l'organisme. Ces cellules ne sont 

pas organisées en tissu mais possèdent des métabolismes et des fonctions spécifiques qui leur 

confèrent la capacité de croître et de se diviser in-vitro. Nous détaillons dans cette partie du 

chapitre le protocole général de la culture, les notions nécessaires sur la croissance des 

cellules, le déroulement de la culture en elle-même ainsi que la cryo-préservation. 

Les cellules peuvent avoir besoin ou pas d'un support pour croître. On distingue alors les 

cellules qui croissent en suspension telles que les cellules sanguines et les cellules nécessitant 

un support sur lequel elles adhèrent pour croître, comme les cellules des tissus solides.  

En fonction de leur provenance, le mode de culture employé varie : si les cellules sont 

prélevées sur le donneur et sont directement remises en culture, on parle alors de culture 
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primaire. Ces cultures ont généralement une durée de vie limitée à une cinquantaine de 

divisions, et pour utiliser une culture de façon stable dans le temps, il faut procéder à un 

pƌoĐĠdĠ d͛iŵŵoƌtalisatioŶ paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de ǀiƌus spĠĐifiƋues paƌ eǆeŵple. Les cellules 

utilisĠes daŶs Đe tƌaǀail de thğse pƌoǀieŶŶeŶt d͛uŶe ligŶĠe iŵŵoƌtalisĠe du ĐaƌĐiŶoŵe ƌĠŶal 

humain appelée SKRC 59. 

La Đultuƌe des Đellules dĠďute eŶ gĠŶĠƌal paƌ la dĠĐoŶgĠlatioŶ d͛uŶ ĐƌǇotuďe d͛uŶe suspeŶsioŶ 

cellulaire congelée à -180°C. Les cellules sont ensuite approvisionnées en nutriments 

essentiels servant à leur croissance, contenus dans un milieu de culture complet. La mise en 

culture est faite dans des flasques en plastique traité de 75 cm2, placées ensuite dans un 

incubateur à 37°C sous une atmosphère à 5% de CO2.  

Le milieu utilisé pour les cellules SKRC 59 est le RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 

medium) Glutamine+ (Invitrogen). Ce dernier contient des vitamines, des acides aminés 

essentiels et un tampon évitant les variations de PH avec un indicateur de PH qui est le rouge 

de phénol. Ce milieu, dit de base, est supplémenté de sĠƌuŵ de ǀeau fœtal ;SVFͿ 

dĠĐoŵplĠŵeŶtĠ à ϭϬ% et d͛uŶ ŵĠlaŶge de pĠŶiĐilliŶe/stƌeptoŵǇĐiŶe pouƌ eŵpġĐheƌ les 

contaminations bactériennes.  

Une fois ensemencées, les cellules SKRC 59 adhèrent au fond de la boîte et se diǀiseŶt jusƋu͛à 

tapisser toute la surface du fond de la boîte, oŶ dit aloƌs Ƌu͛elles soŶt à ĐoŶflueŶĐe. Pouƌ 

maintenir la culture cellulaire in vitro, il faut procéder régulièrement à des changements de 

milieu et à des passages (division de la concentration cellulaire par flasque) qui sont effectués 

ǀia l͛utilisatioŶ d͛uŶe eŶzǇŵe pƌotĠolǇtiƋue appelĠe tƌǇpsiŶe, Đette Ġtape est d͛ailleuƌs 

appelĠe tƌǇpsiŶatioŶ. Cette eŶzǇŵe dĠgƌade les pƌotĠiŶes d͛adhĠsioŶ des Đellules au suppoƌt 

et entre elles. Apƌğs ƋuelƋues ŵiŶutes d͛aĐtioŶ de l͛eŶzǇŵe, les cellules sont individualisées 

et soŶ aĐtioŶ doit ġtƌe iŶhiďĠe paƌ l͛ajout d͛uŶ ĐeƌtaiŶ ǀoluŵe de milieu neuf.  

L͛eŶtƌetieŶ des Đultuƌes Đellulaiƌes se fait ƌĠguliğƌeŵeŶt tous les deuǆ jouƌs paƌ des 

observations au microscope et des passages, le taux de passages est adapté  en fonction de la 

vitesse de croissance de la lignée cellulaire. Des modifications ou altérations cellulaires 

peuvent survenir dans une population cellulaire en culture, pouvant entraîner la perte des 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues iŵpoƌtaŶtes d͛uŶe lignée cellulaire à cause des effets biologiques du 

ǀieillisseŵeŶt Đellulaiƌe. C͛est pouƌ Đes ƌaisoŶs Ƌue des pƌotoĐoles de ĐoŶgĠlatioŶ des Đellules 

daŶs de l͛azote liƋuide oŶt ĠtĠ ŵis eŶ plaĐe 66  peƌŵettaŶt de disposeƌ d͛uŶe ƌĠseƌǀe 

importante de cellules homogènes pouvant servir à remplacer les pertes occasionnelles. Ainsi, 
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il est possible de revenir sur les stocks congelés et faire des expérimentations sans avoir de 

variables indésirables dues au vieillissement. Après toute décongélation, il existe une période 

de latence de quelques jours avant de retrouver une phase de croissance cellulaire normale.  

 

4.3 Propriétés antigéniques de la lignée cellulaire SKRC-59 

 

Deux lignées cellulaires du carcinome rénal SKRC-59 et SKRC-59 hCA9 nous ont été fournies 

par le Dr. X. Chauchet du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Grenoble. La lignée 

cellulaire SKRC-59 a été décrite précédemment par T. Ebert 67 notamment pour la non 

expression de la protéine anhydrase carbonique (AC ou CA « carbonic anhydrase ») au niveau 

membranaire. Les cellules de la seconde lignée SKRC-59 hCA9 sont des cellules SKRC-59 ayant 

été transfectées avec le plasmide pcDNA3.1 hCA9 codant pour la séquence complète de la 

CA9 humaine (hCA9). Après un tri cellulaire au FACS (Fluorescence Assisted Cell Sorting), la 

lignée cellulaire SKRC-59 hCA9 a été analysée par cytométrie en flux et un Western-Blot. Une 

expression avoisinant un taux de 100% de la protéine hCA9 a été observée. Ces travaux de 

tƌaŶsfeĐtioŶ oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs paƌ l͛ĠƋuipe du Dr. X. Chauchet au laboratoire TIMC-

IMAG/TheREx (Faculté de médecine de Grenoble). 

4.3.1 Anhydrase carbonique IX 

 

D͛iŵpoƌtaŶtes ĐoŶditioŶs pƌĠalaďles soŶt pƌĠ-ƌeƋuises pouƌ le suĐĐğs d͛uŶe iŵŵuŶothĠƌapie, 

Đoŵŵe l͛ideŶtifiĐatioŶ d͛aŶtigğŶes de suƌfaĐe assoĐiĠs auǆ tuŵeuƌs Ƌui Ŷe soŶt pas eǆpƌiŵĠs 

daŶs les tissus saiŶs, et aussi la dĠĐouǀeƌte d͛aŶtiĐoƌps hauteŵeŶt spĠĐifiques à ces antigènes. 

Dans ce cadre, la CA9 est l͛aŶtigğŶe de suƌfaĐe le plus ĠtudiĠ daŶs le ĐaƌĐiŶoŵe à Đellules 

claires du rein.  

Alors que la CA9 apparaît lors du processus de transformation maligne et marque 

positivement environ 95% des cellules cancéreuses rénales claires et des métastases des RCC 

(Renal Cell Carcinoma), aucune CA9 Ŷ͛a ĠtĠ dĠteĐtĠe à la suƌfaĐe des Đellules saiŶes eǆĐeptĠ 

une expression cytoplasmique dans l'épithélium des conduits de la bile, l'intestin grêle et les 

cellules muqueuses de l'épithélium gastrique 68 . En conséquence cette expression de surface 

ƌestƌeiŶte eŶ fait uŶe eǆĐelleŶte Điďle pouƌ l͛iŵŵuŶothĠƌapie du ‘CC.  
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L͛anhydrase carbonique 9 est une protéine transmembranaire (voir Fig 33) ayant la propriété 

de ĐatalǇseƌ ƌĠǀeƌsiďleŵeŶt le dioǆide de ĐaƌďoŶe eŶ aĐide ĐaƌďoŶiƋue. C͛est uŶe eŶzǇŵe 

inductible par l'hypoxie, surexprimée par les cellules cancéreuses de nombreuses tumeurs. 

La CA9 aide à produire et à maintenir un PH intracellulaire favorable à la croissance des 

cellules tumorales et à leur survie. Elle participe en ŵġŵe teŵps à l͛aĐidifiĐatioŶ du ŵilieu 

extracellulaire, favorisant l'invasivité des cellules tumorales. 

Figure 33. Modèle proposé montrant l'agencement structural de la AC IX sur la membrane 

cellulaire. Le domaine catalytique est représenté par la partie bleue. Figure extraite de la 

référence 69. 

La CA9 est uŶe Điďle tƌğs ĠtudiĠe Ƌui s͛aǀğƌe ġtƌe ŶoŶ seuleŵeŶt uŶ ďoŶ ŵaƌƋueuƌ pouƌ le 

diagnostic clinique mais aussi une cible thérapeutique de choix pour le traitement des 

carcinomes rénaux à cellules claires. En oncologie, il a été récemment démontré que des 

anticorps monoclonaux ou des petites molécules inhibitrices CA9-spécifiques peuvent induire 

la peƌtuƌďatioŶ phaƌŵaĐologiƋue de l͛aĐtiǀitĠ ĐatalǇtiƋue de la CA9. Ces dernières provoquent 

un déséquilibre de régulation du PH par les cellules cancéreuses, ce phénomène étant 

accompagné par un ralentissement de la croissance de la tumeur primaire et des métastases. 

Un grand nombre de ces agents constituent une nouvelle stratégie ciblée de la thérapie du 

cancer et sont actuellement en cours de développements précliniques ou cliniques.  

4.3.2 Mise en évidence de l’AC9 sur les membranes cellulaires 

4.3.2.1 Immunohistochimie 

UŶe Ġtape ĐƌuĐiale pouƌ le dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses paƌ les 

vibrations magnéto-mécaniques est la liaison des micro-vortex magnétiques fonctionnalisés 
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aux membranes cellulaires. Comme expliqué précédemment dans la 4ème partie du chapitre 

ϭ, Đette liaisoŶ se fait paƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ spĠĐifiƋue de l͛aŶtigğŶe eǆpƌiŵĠ à la suƌfaĐe de la Đellule 

avec un anticorps greffé sur les particules magnétiques. Cette interaction antigène-anticorps 

fait intervenir quatre types de liaisons non covalentes (des liaisons hydrogènes, des liaisons 

ĠleĐtƌostatiƋues, des liaisoŶs hǇdƌophoďes et les foƌĐes de VaŶ deƌ WaalsͿ. AfiŶ d͛eǆeƌcer le 

stress magnéto-mécanique sur les membranes des cellules cancéreuses, il est donc 

iŶdispeŶsaďle de s͛assuƌeƌ eŶ pƌeŵieƌ lieu Ƌue la ligŶĠe Đellulaiƌe utilisĠe pouƌ Ŷos eǆpĠƌieŶĐes 

eǆpƌiŵe ďieŶ l͛aŶtigğŶe Ƌue l͛oŶ souhaite Điďleƌ.  

Pour cela, nous avons utilisé une technique de marquage cellulaire appelée 

iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe. Coŵŵe eǆpliƋuĠ daŶs le Đhapitƌe ϭ, le passage d͛uŶe Đellule Ŷoƌŵale à 

uŶe Đellule ĐaŶĐĠƌeuse s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶe suĐĐessioŶ de ŵodifiĐatioŶs dont des 

modifications antigéniques comme l͛eǆpƌessioŶ d'aŶtigğŶes tuŵoƌauǆ ;appelĠs aussi 

ŵaƌƋueuƌs tuŵoƌauǆͿ. C͛est Đette deƌŶiğƌe pƌopƌiĠtĠ aŶtigĠŶiƋue Ƌui est eǆploitĠe loƌs d͛uŶ 

marquage cellulaire par immunofluorescence. Cette dernière est une technique de laboratoire 

couramment utilisée daŶs pƌatiƋueŵeŶt tous les aspeĐts de la ďiologie, l͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe 

a été décrite pour la première fois par Coons et Kaplan 70 et a été depuis largement utilisée à 

la fois dans la recherche et le diagnostic clinique.  

Dans la teĐhŶiƋue d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe, les aŶtiĐoƌps soŶt ĐhiŵiƋueŵeŶt ĐoŶjuguĠs à des 

marqueurs fluorescents. Ces derniers se lient à l'antigène d'intérêt permettant sa détection 

par fluorescence.  

Les deux principales méthodes de marquage en immunofluorescence sont les marquages 

diƌeĐts et iŶdiƌeĐts. DaŶs la ŵĠthode diƌeĐte, l͛aŶtiĐoƌps diƌigĠ ĐoŶtƌe l'aŶtigğŶe d'iŶtĠƌġt 

exprimé par les cellules est conjugué à une molécule fluorescente, et dans ce cas, un seul 

anticorps est utilisé. Le marquage indirect impliƋue l͛utilisatioŶ de deuǆ ƌĠaĐtifs 

successivement, le premier étant un anticorps primaire non marqué spécifique de l'antigène 

eǆpƌiŵĠ paƌ les Đellules d͛iŶtĠƌġt, puis uŶ aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe diƌigĠ ĐoŶtƌe l͛aŶtiĐoƌps 

primaire, couplé à un fluorochrome. La détection se fait ensuite par microscopie à 

fluoƌesĐeŶĐe ou paƌ tƌi Đellulaiƌe ǀia l͛utilisatioŶ de la ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ.  

Afin de vérifier à la fois la pƌĠseŶĐe de l͛aŶtigğŶe CA9 sur les membranes des cellules  

SKRC-59 hCA9 et la liaisoŶ de l͛aŶtiĐoƌps aŶti-aŶhǇdƌase ĐaƌďoŶiƋue d͛oƌigiŶe ĐoŵŵeƌĐiale CA 

IX (H-120) sc-25599 (SantaCruz) sur les membranes des cellules cancéreuses rénales, nous 
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aǀoŶs ƌĠalisĠ uŶ test d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe eŶ utilisaŶt Đe deƌŶieƌ Đoŵŵe aŶtiĐoƌps pƌimaire, 

ĐoŶjoiŶteŵeŶt aǀeĐ l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe aŶti-IgG marqué par un 

fluorochrome. 

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles de verre, et maintenues en culture pendant 

3 jours pour atteindre la  confluence. Après avoir été lavées au PBS, les cellules sont fixées 

avec du paraformaldéhyde à 4 % (la fixation est une opération ayant pour but de stabiliser les 

tissus dans un état aussi proche que possible de leur aspect vivant pour permettre leur 

observation en microscopie dans de bonnes conditions).  

Apƌğs l͛Ġtape de fiǆatioŶ, les Đellules soŶt iŶĐuďĠes aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps aŶti CA9. Après plusieurs 

ƌiŶçages, la solutioŶ d͛aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌes fluoƌesĐeŶte a ĠtĠ ajoutĠe auǆ Đellules afiŶ de 

révéler la loĐalisatioŶ de l͛aŶtiĐoƌps CAϵ. L͛observation des lamelles en microscopie à 

fluorescence est montrée sur la Figure 33. 

 

Figure 33. Observation au microscope à fluorescence (A) immunofluorescence des cellules  

SKRC-59 hCA9, la fluorescence rouge indiquant le marquage de la protéine transmembranaire CA9. (B) 

confirmation immunohistologique de l͛eǆpƌessioŶ ŶĠgatiǀe de la CA9 par les cellules SKRC-59, et (C) 

du marquage membranaire positif des cellules transfectées SKRC-59 hCA9. Figures (B, C) fournie par 

Dr. X. Chauchet. 

 

 

Les oďseƌǀatioŶs eŶ ŵiĐƌosĐopie à fluoƌesĐeŶĐe ĐoŶfiƌŵeŶt deuǆ ƌĠsultats, d͛uŶe paƌt  les 

cellules SKRC-59 hCAϵ eǆpƌiŵeŶt ďieŶ l͛aŶtigğŶe tuŵoƌal aŶhǇdƌase ĐaƌďoŶiƋue IX au Ŷiǀeau 
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des ŵeŵďƌaŶes plasŵiƋues et d͛autƌe paƌt, l͛aŶtiĐoƌps d͛oƌigiŶe ĐoŵŵeƌĐial utilisĠ et diƌigĠ 

contre la CA9 se lie ďieŶ à Đette deƌŶiğƌe. L͛aŶtiĐoƌps doŶt Ŷous disposoŶs peut donc être 

utilisĠ pouƌ seƌǀiƌ d͛iŶteƌŵĠdiaiƌe eŶtƌe les ŵiĐƌo-vortex magnétiques et les cellules 

cancéreuses SKRC-59 pour le stimulus par les vibrations magnéto-mécaniques. 

Des résultats similaires ont été observés sur les cellules transfectées SKRC-59 hCA9 en 

comparaison avec la lignée témoin non transfectée comme montré sur la Figure 33, où 

appaƌait ĐlaiƌeŵeŶt uŶ ŵaƌƋuage positif des ŵeŵďƌaŶes Đellulaiƌes iŶdiƋuaŶt l͛eǆpression de 

la protéine transmembranaire CA9. Les deux lignées SKRC-59 et SKRC-59 hCA9 constituent 

donc une bonne base de travail pour la comparaison de la spécificité des réactions cellulaires 

aux stimuli des vibrations magnéto-ŵĠĐaŶiƋues. D͛uŶ ĐôtĠ uŶe lignée exprimant le 

ďioŵaƌƋueuƌ Ƌue l͛oŶ souhaite Điďleƌ aǀeĐ les ŵiĐƌo ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋues foŶĐtioŶŶalisĠs et 

d͛uŶ autƌe ĐôtĠ, sa ligŶĠe hoŵologue Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas le ďioŵaƌƋueuƌ d͛iŶtĠƌġt ĐoŶstituaŶt 

ainsi un parfait contrôle négatif.  

 

4.3.2.2 Cytométrie en flux  

 

La ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ peƌŵet l͛aŶalǇse ŵultipaƌaŵĠtƌiƋue d͛uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de Đellules 

iŶdiǀiduelles. C͛est la seule teĐhŶiƋue Ƌui peƌŵet de faiƌe uŶe aŶalǇse Đellule paƌ Đellule, 

quantitative, multiparamétrique, à grande vitesse et avec une bonne sensibilité de détection. 

Le pƌiŶĐipe d͛uŶe ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ, schématisé sur la Figure 34, est l͛aŶalǇse des sigŶauǆ 

optiques (fluorescence et diffusion) émis par des cellules traversant une à une un faisceau 

laser face à un système de détection. Ces informations sont collectées, traitées par une 

composante informatique et représentées sous forŵe d͛histogƌaŵŵe. Le ĐǇtoŵğtƌe aŶalǇse 

l͛iŶteŶsitĠ et le tǇpe de fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise paƌ ĐhaƋue Đellule pƌĠalaďleŵeŶt ŵaƌƋuĠe et 

quantifie le nombre de cellules correspondant à chaque fluorescence.  Cette technique 

peƌŵet d͛Ġǀalueƌ le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ d͛une protéine membranaire par exemple.  

 

La suspension cellulaire est incubée avec des anticorps fluorescents qui se fixent sur une 

molécule donnée (une protéine membranaire par exemple). La suspension préparée est 

iŶjeĐtĠe daŶs uŶ sǇstğŵe d͛eŶtoŶŶoiƌ, les cellules sont entraînées dans un conduit très fin par 

focalisation hydrodynamique où elles défilent une à une à travers un faisceau laser. La 

fluorescence émise est mesurée par des photomultiplicateurs. Simultanément, la lumière 
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diffusée sur de petits angles daŶs l͛aǆe du faisĐeau laseƌ peƌŵet d͛aǀoiƌ des iŶfoƌŵatioŶs suƌ 

la taille des cellules, et la lumière diffusée sur de grands angles détectée à 90° du faisceau 

laser, correspondant à la réfringence et réflexion, donne des indications sur la granulométrie, 

la forme et structure des cellules. 

Il est possiďle d͛assoĐieƌ la foŶĐtioŶ de tƌi des Đellules à la ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ, Đe tƌi Đellulaiƌe 

par fluorescence est appelé FACS pour Fluorescence Activated Cell Sorting. Cette fonction est 

capable de séparer les Đellules d͛iŶtĠƌġt au seiŶ d͛uŶ ŵĠlaŶge Đellulaiƌe paƌ la fluoƌesĐeŶĐe. 

Le pƌiŶĐipe ĐoŶsiste à ŵaƌƋueƌ spĠĐifiƋueŵeŶt les Đellules d͛iŶtĠƌġt daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ uŶ 

colorant fluorescent. 

AfiŶ de tƌieƌ les Đellules et ƌĠĐupĠƌeƌ les Đellules d͛iŶtĠƌġt, la suspension est fractionnée en 

microgouttes comportant une seule cellule. En fonction de leur marquage, ces microgouttes 

sont déviées par un champ électrique et collectées dans des récipients appropriés, elles 

peuvent être remises en culture cellulaire dans un milieu de culture approprié 71.  

Cette fonction de tri a permis la sélection de la lignée cellulaire sur laquelle nous allons réaliser 

nos tests. 

 

 

                   

Figure 34. SĐhĠŵa du pƌiŶĐipe de foŶĐtioŶŶeŵeŶt d͛uŶ ĐǇtoŵğtƌe eŶ fluǆ, aǀeĐ l͛optioŶ FACS.              
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La lignée cellulaire SKRC-59 hCA9 a été analysée par FACS au Laboratoire TIMC-IMAG/TheREx 

(Faculté de médecine de Grenoble) / CHU de Grenoble. Une expression de la protéine hCA9 a 

été observée chez 100% des cellules transfectées comme le montre la Figure 35 ci-dessous, 

contrairement à la lignée témoin SKRC-ϱϵ où l͛aŶalǇse paƌ FACS ĐoŶfiƌŵe la ŶoŶ-expression 

de la protéine hCA9. 

Figure 35. Etablissement de la lignée cellulaire SKRC-59 hCA9 et caractérisation de l'expression de la 

protéine hCA9. Analyse par cytométrie en flux des lignées SKRC-59 et SKRC 59 hCA9 aǀeĐ l͛anti-hCA9 

après le tri cellulaire. Figure fournie par X.Chauchet TIMC-IMAG/TheREx (Faculté de médecine de 

Grenoble). 

4.4 Test de cytotoxicité MTT 

Afin de confirmer que la présence des micro-ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋues Ŷ͛altğƌe pas la ǀiaďilitĠ des 

cellules cancéreuses en culture, notamment par la nature chimique de la tranche des 

particules, constituée de NiFe, nous avons réalisé un test de cytotoxicité MTT (bromure de 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) dont le principe, décrit ci-dessous, 

peƌŵet d͛Ġǀalueƌ la viabilité d͛uŶe population cellulaire. Le but de ce test étant d’évaluer la 

toxicité du Nickel envers les cellules, les micro vortex utilisés dans ce test n’ont pas été 

fonctionnalisés.

Le test MTT peƌŵet de ŵesuƌeƌ l͛aĐtiǀitĠ d͛uŶe eŶzǇŵe ŵitoĐhoŶdƌiale appelĠe suĐĐiŶate 

déshydrogénase dans les cellules vivantes par dosage colorimétrique. Cette enzyme coupe le 

cycle du MTT de couleur jaune initiale, en cristaux de formazan violets. Une fois ces cristaux 

dissouts paƌ l͛aĐtioŶ du DMSO (Dimethyl Sulfoxyde), uŶe leĐtuƌe de l͛aďsoƌďaŶĐe est ƌĠalisĠe 

à ϱϲϴ Ŷŵ. DaŶs Đe test, l͛aĐtiǀitĠ ŵĠtaďoliƋue peƌŵet l͛ĠǀaluatioŶ de la ǀiaďilitĠ Đellulaiƌe et 

l͛iŶteŶsitĠ de la ĐoloƌatioŶ est ainsi directement proportionnelle au nombre de cellules 

vivantes.  
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Des suspensions de particules magnétiques avec des concentrations croissantes en particules 

soŶt ajoutĠes auǆ Đellules. Apƌğs Ϯϰh d͛eǆpositioŶ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses auǆ paƌtiĐules 

magnĠtiƋues, le test MTT ;dĠtaillĠ eŶ aŶŶeǆeͿ a ĠtĠ ƌĠalisĠ suƌ l͛eŶseŵďle des Đellules, le 

résultat est montré ci-dessous sur la Figure 36. 

Figure 36. Test de ĐǇtotoǆiĐitĠ MTT pouƌ l͛Ġtude de la ǀiaďilitĠ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses eŶ pƌĠseŶĐe de 
concentrations croissantes de micro-vortex magnétiques. 

Le résultat montre que les particules magnétiques préservent un bon taux de viabilité des 

cellules SKRC 59, il est donc possible de conclure que selon ce test MTT, les microvortex 

magnétiques en NiFe ne présentent aucune toxicité envers les cellules en culture. La suite des 

tests notamment de fonctionnalisation de surface et de liaison des particules aux cellules 

peuvent donc être entrepris.  

4.5 Thérapie anti-cancéreuse par les vibrations magnéto-

mécaniques des micro-vortex fonctionnalisés et 

caractérisation de la mort cellulaire in vitro 

L͛eŶseŵďle des tƌaǀauǆ dĠĐƌits précédemment dans ce manuscrit de thèse constituaient la 

paƌtie pƌĠpaƌatoiƌe, eŶ aŵoŶt de l͛oďjeĐtif pƌiŶĐipal de la thğse Ƌui est dĠǀeloppĠ daŶs Đette 

partie : l͛eǆpĠƌieŶĐe de destƌuĐtioŶ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses paƌ les ǀiďƌatioŶs des paƌtiĐules 

magnétiques fonctionnalisées. En effet, après avoir conçu des particules magnétiques 

monodisperses avec des propriétés magnétiques bien précises, nous avons réussi à bio-
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fonctionnaliser ces particules avec succès en immobilisant des anticorps à leurs surfaces. Les 

propriétés de reconnaissance entre les anticorps portés par les particules et les cellules 

cancéreuses ont été mises en évidence comme mentionné précédemment dans le troisième 

chapitre portant sur la biofonctionnalisation des particules magnétiques. Pour cela, nous 

aǀoŶs ĠgaleŵeŶt tƌaǀaillĠ auǆ Đhoiǆ des ligŶĠes Đellulaiƌes, ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l͛eǆpƌessioŶ de 

l͛aŶtigğŶe eǆpƌiŵĠ à la suƌfaĐe des cellules transfectées, pris en main les formes de cultures 

Đellulaiƌes, et ŵis au poiŶt les pƌĠpaƌatioŶs d͛ĠĐhaŶtillons notamment les témoins adaptés, 

aiŶsi Ƌue ǀĠƌifiĠ l͛aďseŶĐe de toǆiĐitĠ diƌeĐte de Ŷos paƌtiĐules suƌ les Đellules. 

Les ƌĠsultats aĐĐuŵulĠs de l͛eŶseŵďle de Đes eǆpĠƌieŶĐes Ŷous oŶt peƌŵis de laŶĐeƌ les 

expériences de la thérapie anti-cancéreuses par les vibrations magnéto-mécaniques des 

micro-vortex fonctionnalisés. Cette approche est décrite en détail dans ce chapitre, avec la 

discussion des résultats préliminaires obtenus. 

L͛appƌoĐhe thĠƌapeutiƋue pƌĠseŶtĠe daŶs Đette thğse est tƌğs diffĠƌeŶte de l'hǇperthermie, 

largement étudiée dans le domaine des nanoparticules magnétiques en oncologie. Comme 

eǆpliƋuĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt daŶs le pƌeŵieƌ Đhapitƌe, l͛effet thĠƌapeutiƋue ƌepose suƌ uŶ effet 

mécanique généré par la vibration des micro-vortex magnétiques fonctionnalisés liés aux 

membranes cellulaires, qui a pour effet de modifier le transport ionique à travers la 

membrane, menant à la mort des cellules par apoptose. Dans cette méthode, la vibration des 

micro-vortex magnétiques est efficace paƌ l͛appliĐatioŶ de Đhamps magnétiques extérieurs 

relativement faibles (300 Oe) et à basse fréquence (20 Hz). Cette approche remarquable a été 

découverte et décrite pour la première fois en 2010 à Argonne National Labs11. Les travaux 

menés lors de cette thèse constituent la seconde étude au niveau international de ce 

phénomène, suƌ d͛autƌe ligŶĠes Đellulaiƌes ĐaŶĐĠƌeuses huŵaiŶes, aǀeĐ pouƌ la pƌeŵiğƌe fois, 

une ƋuaŶtifiĐatioŶ de l͛effet aŶtiŶĠoplasiƋue de Đe tƌaiteŵeŶt iŶŶoǀaŶt.  

Il est admis que la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ Đoŵplğte de l͛apoptose ƌeƋuieƌt l͛utilisatioŶ de plusieuƌs 

approches. Dans le cadre de cette thèse, nous avons choisi comme approche préliminaire la 

détection par le marquage des changements morphologiques, cette approche étant décrite 

en détail dans le paragraphe ci-dessous. 

4.5.1 Principe de marquage des indicateurs de la mort cellulaire 

L͛iŵpoƌtaŶĐe de l'apoptose dans le processus de cancérogenèse a favorisé la recherche active 

de nouvelles méthodes de détection des lésions intracellulaires dans des mélanges cellulaires 
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Đoŵpleǆes. CeƌtaiŶs fluoƌoĐhƌoŵes tel Ƌue l͛ioduƌe de pƌopidiuŵ (IP) sont des agents 

iŶteƌĐalaŶts pouǀaŶt se fiǆeƌ diƌeĐteŵeŶt suƌ l͛ADN. D͛autƌes fluoƌoĐhƌoŵes soŶt ĐouplĠs à 

des molécules de liaison comme les anticorps, ou à des ŵaƌƋueuƌs spĠĐifiƋues d͛ĠlĠŵeŶts 

cellulaires. Un bon exemple est l'utilisation de l'annexine V pour la détection des cellules 

apoptotiques précoces 72 (voir Figure 37). En effet, un des événements précoces lors du 

pƌoĐessus d͛apoptose est l͛eǆternalisation de la phosphatidylsérine (PS) à la surface de la 

membrane plasmique 73 qui peut alors être marquée par l'annexine V : une protéine 

ŵeŵďƌaŶaiƌe des phagoĐǇtes aǇaŶt uŶe haute affiŶitĠ pouƌ la PS. L͛aŶŶeǆiŶe V liĠe à uŶ 

fluoƌoĐhƌoŵe s͛aǀğƌe doŶĐ ġtre un outil utile pour détecter et quantifier les cellules 

apoptotiques par cytométrie de flux. La perméabilité de la ŵeŵďƌaŶes plasŵiƋue à d͛autƌes 

ĐoloƌaŶts ǀitauǆ tels Ƌue l͛ioduƌe de pƌopidiuŵ a lieu à uŶ stage taƌdif d͛apoptose, ou suite à 

des lésions tƌauŵatiƋues au Ŷiǀeau de la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe. AiŶsi, l͛utilisatioŶ ĐoŶjoiŶte de 

l͛aŶŶeǆiŶe V ĐouplĠe à l͛ioduƌe de pƌopidiuŵ eŶ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ peƌŵet eŶ uŶe seule 

analyse de détecter et quantifier la population des cellules apoptotiques précoces, les cellules 

apoptotiques tardives et/ou nécrotiques ainsi que les cellules vivantes.  

Figure 37. RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de la peƌte de l͛asǇŵĠtƌie ŵeŵďƌaŶaiƌe loƌs du pƌoĐessus 
d͛apoptose, figure extraite de la référence 72. 

Deux types de morts cellulaires peuvent être caractérisées in vitro ; la nécrose est caractérisée 

par une rupture de la membrane plasmique accompagnée par un déversement du contenu 

cytoplasmique dans le milieu extracellulaire, contrairement à la mort par apoptose où les 

ŵeŵďƌaŶes plasŵiƋues Ŷe soŶt pas dĠtƌuites, les Đellules eŶ Đouƌs d͛apoptose ĠŵetteŶt des 

sigŶauǆ Đoŵŵe l͛eǆteƌŶalisatioŶ de la phosphatidǇlsĠƌiŶe ;PSͿ à titƌe d͛eǆeŵple. Cet 

évènement précoce du processus peut être détecté et quantifié par la cytométrie en flux, 
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technique qui permet aussi de compter une à une le nombre de cellules apoptotiques dans 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ.  

La phosphatidylsérine possède une forte affinité pour la protéine annexine V (AV), protéine 

anticoagulante humaine. L͛aŶŶeǆiŶe V, une fois conjuguée à un fluorochrome comme le 

ALEXA FLUOR 488 (Molecular Probes de Invitrogen) par exemple, est utilisée pour la détection 

des cellules apoptotiques par la liaison à la PS exposée sur le feuillet externe de la membrane. 

EŶ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ, l͛utilisatioŶ de la AV ĐoŶjoiŶteŵeŶt aǀeĐ l͛ioduƌe de pƌopidiuŵ (IP),  qui 

se fixe sur l͛ADN si la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue est ƌoŵpue ;daŶs le Đas d͛uŶe ŶĠĐƌose ou uŶe 

apoptose tardive), permet de discriminer entre les cellules mortes par apoptose ou par 

nécrose.  

Dans le ďut d͛Ġǀalueƌ l͛aĐtioŶ aŶtiŶĠoplasiƋue du stiŵulus ŵagŶĠto-mécanique par les micro-

ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋue daŶs le ŵodğle du ĐaƌĐiŶoŵe ƌĠŶal huŵaiŶ iŶ ǀitƌo, l͛iŶduĐtioŶ de 

l͛apoptose paƌ les ǀiďƌatioŶs des ŵiĐƌo-vortex fonctionnalisés et la viabilité cellulaire ont été 

dĠteƌŵiŶĠes paƌ aŶalǇse ĐǇtoŵĠtƌiƋue eŶ utilisaŶt le douďle ŵaƌƋuage à l͛aŶŶeǆiŶe V-ALEXA 

FLUOR 488 et au PI. 

4.5.2 Préparation des échantillons 

OŶ atteŶd tout d͛aďoƌd que les cellules aient atteint la confluence dans une plaque 6 puits 

pour atteiŶdƌe uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛eŶǀiƌoŶ ϭ.ϱ*ϭϬ6 cellules/puits. Parmi ces 6 puits, 3 puits 

oŶt ĠtĠ utilisĠs Đoŵŵe tĠŵoiŶs pouƌ le ŵaƌƋuage paƌ l͛aŶŶeǆiŶe V et le IP comme indiqué 

dans le protocole du fabriquant. Une suspension des micro-vortex non fonctionnalisés a été 

ajoutée au quatrième puits constituant un second témoin négatif de la mort cellulaire. Enfin, 

la solution des micro-vortex conjugués aux anticorps spécifiques par la fonctionnalisation a 

été ajoutée au cinquième puits, la distribution des puits est montrée sur la Figure 38. 
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Figure 38. Schéma montrant la distribution des échantillons préparés pour le traitement par les 

vibrations magnéto-mécaniques, qui  seront analysés ensuite qualitativement par des observations au 

microscope optique, et quantitativement par cytométrie en flux. AV : Annexine V ; IP : Iodure de 

propidium. Photogƌaphie pƌise au ŵiĐƌosĐope optiƋue à ƌĠfleǆioŶ d͛uŶe Đellule ĐaŶĐĠƌeuse avec des 

microvortex liés à sa membrane, après 45 minutes d͛iŶĐuďatioŶ. Un rinçage a permis d͛ĠliŵiŶeƌ les 
microvortex non liés aux cellules.  

4.5.3 Dispositifs d’application du champ magnétique alternatif 

L͛appliĐatioŶ du Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue alteƌŶatif a ĠtĠ iŶitialeŵeŶt pƌĠǀue paƌ des ďoďiŶes eŶ 

cuivre alimentées en courant par des alimentations pilotées par un programme Labview 

développé au laboratoire, ce banc expérimental est montré sur la Figure 39. 

Figure 39 : BaŶĐ eǆpĠƌiŵeŶtal dĠǀeloppĠ et ĐaƌaĐtĠƌisĠ pouƌ l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue suƌ 
les trois axes X, Y et Z. Le système comprend six bobines en cuivre imbriquées, chaque bobine est reliée 

à uŶe aliŵeŶtatioŶ peƌŵettaŶt uŶ ĐoŶtƌôle iŶdĠpeŶdaŶt de ĐhaƋue ďoďiŶe, pouƌ la ĐƌĠatioŶ d͛uŶ 
Đhaŵp et gƌadieŶt de Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue ƋuelĐoŶƋue daŶs l͛espaĐe au ĐeŶtƌe des ďoďiŶes. 

Deux inconvénients se sont présentés. Le champ magnétique ne peut dépasser les amplitudes 

d͛eŶǀiƌoŶ ϲϬ Oe ;ϲ ŵTͿ à ƋuelƋues Hz. Et ĠgaleŵeŶt, Đe dispositif étant assez volumineux, il 
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est impossible à déplacer au laboratoire de biologie. De ce fait,  les cellules ayant incubé 

avec les micro-vortex fonctionnalisés doivent être déplacées depuis le laboratoire de 

biologie, situé à environ 1Km jusqu’au banc expérimentale, pour subir le traitement, puis 

déplacées à nouveau pour être mises dans l’incubateur de la culture cellulaire. Afin 

d’éliminer ces paramètres (amplitude de champ limitée, distance et déplacement des 

échantillons entre les deux laboratoires) pouvant interférer avec nos résultats, nous avons 

réfléchi à un autre moyen pour l’obtention du champ magnétique alternatif. Idéalement, 

cette alternative devrait être peu coûteuse, fournir un champ magnétique relativement 

élevé avec la possibilité de régler la fréquence du champ magnétique alternatif appliqué, et 

facilement implantable dans l’environnement de la culture cellulaire. Après réflexion, nous 

avons identifié un système qui répond à tous ces besoins: il s’agit d’un appareil 

communément présent dans tout laboratoire de biologie et surtout de chimie : un agitateur 

magnétique.  

Un agitateur magnétique est un appareil utilisé en chimie expérimentale pour le mélange et 

l’homogénéisation des liquides. Un moteur électrique dont la vitesse est régulée 

électroniquement est utilisé pour faire tourner un (ou plusieurs) aimants placés sous un 

plateau, qui à leur tour entraînent un barreau aimanté plongé dans le liquide le mettant ainsi

 en mouvement. La vitesse de rotation varie généralement de 60  à 1200 tours/minute 

donc de 1 à 20 Hz pour un aimant seul. 

Avant d͛utiliseƌ l͛agitateuƌ ŵagŶĠtiƋue pouƌ ŵettƌe eŶ osĐillatioŶ des ŵiĐƌo-vortex 

magnétiques, nous avons en premier lieu cartographié le champ magnétique rayonné à la 

suƌfaĐe du plateau de l͛agitateuƌ à l͛aide d͛un gaussmètre à effet Hall, dont la sonde mesure 

la densité de flux magnétique perpendiculaire à sa surface. Ceci permet de connaitre 

le Ŷoŵďƌe d͛aiŵaŶts se tƌouǀaŶt sous le plateau, aiŶsi Ƌue la ǀaleuƌ ŵaǆiŵale du 

Đhaŵp magnétique rayonné par ces aimants au niveau du plateau. La cartographie du 

champ magnétique sur le plateau de l’agitateur, relevée avec la sonde à effet Hall, a révélé 

la présence de deux aimants dans le moteur, avec une valeur de champ d’environ (+30 mT) 

pour le premier et (-30 mT) pour le second aimant à la surface du plateau. Le champ 

magnétique perçu par l’échantillon lors de la mise en rotation du moteur passe 

graduellement par un maximum de +30mT, 0mT, -30mT reproduisant ainsi le signal 

sinusoïdale d’un champ magnétique alternatif. La configuration de l’agitateur magnétique 

est montrée dans Figure 40 ci-dessous : 
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Figure 40 : Schéma illustƌaŶt la ĐoŶfiguƌatioŶ de l͛agitateuƌ ŵagŶĠtiƋue, souƌĐe du Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue 
alternatif appliqué (vue en coupe), avec la simulation du champ magnétique rayonné au niveau du 

plateau à partir des mesures du champ magnétique des deux aimants et leur espacement mesurés à 

l͛aide du gaussŵğtƌe. 

Le dispositif permettant la mise en oscillation des micro-vortex magnétiques caractérisé, nous 

soŵŵes doŶĐ eŶ ŵesuƌe de laŶĐeƌ l͛eǆpĠƌieŶĐe ŵajeuƌe de Đe tƌaǀail de thğse : soumettre les 

cellules cancéreuses aux vibrations des micro-vortex magnétiques fonctionnalisés liés à leurs 

membranes. 

Pouƌ Đela, l͛Ġtape peƌŵettaŶt d͛Ġtaďliƌ la liaisoŶ des ŵiĐƌo-vortex fonctionnalisés aux 

membranes des cellules cancéreuses SK RC 59 hCA9 par leur protéine de surface CA9, précède 

le tƌaiteŵeŶt. L͛attaĐhe des paƌtiĐules auǆ ŵeŵďƌaŶes Đellulaiƌes est oďteŶue après un certain 

teŵps d͛iŶĐuďatioŶ des cellules cancéreuses avec la suspension des micro-vortex magnétiques 

fonctionnalisés (45 minutes). Les cellules sont alors placées sur le plateau de l͛agitateuƌ 

magnétique et eǆposĠes à uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue alteƌŶatif hoŵogğŶe d͛uŶe ǀaleuƌ de  300Oe 

avec une fréquence de 20 Hz pendant 45 minutes.  

4.5.4 Mise en vibration des particules liées aux cellules et observation 

de l’effet du traitement au microscope optique 

L͛oďseƌǀatioŶ au ŵiĐƌosĐope optiƋue des puits Ϯϰh apƌğs le tƌaiteŵeŶt ŵoŶtƌe uŶe Ŷette 

diŵiŶutioŶ de la deŶsitĠ Đellulaiƌe daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ tƌaitĠ ĐoŵpaƌĠ auǆ deuǆ ĠĐhaŶtilloŶs 

Cellules cancéreuses 

+ microvortex 

fonctionnalisés 

Echantillon des 

cellules témoin 

-30mT +30mT 
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témoins « cellules seules » et « cellules avec micro-vortex magnétique non fonctionnalisés ». 

RappeloŶs Ƌue l͛eŶseŵďle des Đellules tĠŵoiŶs et tƌaitĠes oŶt ĠtĠ eǆposĠes à la ŵġŵe 

iŶteŶsitĠ de Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue. L͛oďseƌǀatioŶ est ŵoŶtƌĠe suƌ la Figure 41. 

Figure 41. Observation en microscopie optique des cellules SKRC59 hCA9 après le traitement par les 

vibrations magnéto-mécaniques par des µvortex fonctionnalisés. (A) Photo du puits contenant les 

cellules seules comme témoin. (B) Photo du puits contenant les cellules en contact avec les µvortex 

non fonctionnalisés. (C) Photo du puits contenant les cellules en contact avec les µvortex magnétiques 

foŶĐtioŶŶalisĠs aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps aŶti CAϵ. Tous les puits oŶt ĠtĠ souŵis à la ŵġŵe ǀaleuƌ de Đhaŵp 
magnétique, pendant la même durée. 

L͛oďseƌǀatioŶ Đi-dessus montre que la comparaisoŶ eŶtƌe l͛ĠĐhaŶtilloŶ tĠŵoiŶ ĐoŶteŶaŶt des 

Đellules seules et l͛ĠĐhaŶtilloŶ des Đellules tƌaitĠes paƌ le stiŵulus ŵagŶĠto-mécaniques révèle 

un net effet cytotoxique des vibrations des particules en micro-vortex magnétiques sur les 

cellules cancéreuses rénales humaines 24h après le traitement. Les Đellules ŵoƌtes Ŷ͛aǇaŶt 

plus de pƌotĠiŶes d͛adhĠsioŶ se dĠtaĐheŶt du suppoƌt et flotteŶt daŶs le suƌŶageaŶt. 

L͛oďseƌǀatioŶ ƌĠalisĠe daŶs les puits A et B ĐoƌƌespoŶd à uŶ Ġtat à ϭϬϬ % de ĐoŶflueŶĐe des 

cellules cancéreuses, comme expliqué précédemment dans la partie « culture cellulaire »,  la 

confluence décrit le degré d'écartement qui existe entre cellules adhérentes, 100% de 

confluence correspondant à un tapis cellulaire ne présentant aucun interstice entre chaque 

cellule. Ceci correspond à des taux de croissance et de division très actifs.  

Il est important de noter que le traitement avec les micro-vortex magnétique réalisé la veille 

des observations de la Figure 41, est effectué lorsque les cellules sont à environ 70% 

de confluence : le tapis Đellulaiƌe pƌeŶd foƌŵe, aǀeĐ la pƌĠseŶĐe d͛aŵas Đellulaiƌes aǀeĐ 

ƋuelƋues légers interstices entre les cellules. Nous aǀoŶs Đhoisi Đe tauǆ Đaƌ loƌs d͛uŶe 

pƌĠĐĠdeŶte eǆpĠƌieŶĐe, uŶe tƌop gƌaŶde ĐoŶflueŶĐe au ŵoŵeŶt du tƌaiteŵeŶt eŵpġĐhe 

d͛oďseƌǀeƌ uŶ quelconque effet de mort statistiquement significatif après 24h. Le nombre 

de cellules étant plus élevé que celui des particules, les divisions des cellules vivantes 

restantes envahissent la 

A B C 
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surface du support de culture là où les cellules mortes suite au traitement se seraient 

dĠtaĐhĠes. L͛oďseƌǀatioŶ Ϯϰh apƌğs ŵoŶtƌe doŶĐ toujouƌs uŶ Ġtat de ĐoŶflueŶĐe des Đellules. 

Pour des ƌaisoŶs eǆpĠƌiŵeŶtales, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas pu ĠŶuŵĠƌeƌ les Đellules daŶs ĐhaƋue 

puits, mais étant donné que ce résultat a été obtenu à plusieurs reprises une mesure 

ƋuaŶtitatiǀe de la ŵoƌtalitĠ Đellulaiƌe a ĠtĠ ƌĠalisĠe loƌs d͛uŶ autƌe essai de tƌaiteŵent par les 

vibrations, non pas 24h mais six heures après le traitement. Cette mesure est montrée plus 

loin sur la Figure 44 (A). 

4.5.5 Analyse par cytométrie en flux,  adaptation du traitement et 

résultats statistiques 

La ŵoƌt d͛uŶe gƌaŶde paƌtie des Đellules Ϯϰh apƌğs le tƌaiteŵeŶt ƌeŶd iŵpossiďle l͛aŶalǇse paƌ 

cytométrie pour identifier le mécanisme de mort cellulaire. En effet, il est recommandé pour 

Đe tǇpe d͛aŶalǇse d͛utiliseƌ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ Đellulaiƌe d͛eŶǀiƌoŶ 106 cellules/ml dans chaque 

tuďe pouƌ uŶ ŵaƌƋuage optiŵal des ŵaƌƋueuƌs d͛apoptose et/ou ŶĠĐƌose aǀeĐ uŶ ƌĠsultat 

statistique significatif sur les échantillons étudiés. 

Nous avons décidé de réduire ce temps à une observation 12h après le traitement, puis 8h 

après le traitement et enfin, nous avons retenu un laps de temps de 6h entre le traitement 

par les vibrations magnéto-mécaniques et la préparation des échantillons traités pour 

l͛aŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ. En effet,  le suivi par les observations en microscopie optique 

a ŵoŶtƌĠ Ƌue les Đellules Ŷ͛ĠtaieŶt pas eŶĐoƌe dĠtaĐhĠes du suppoƌt siǆ heuƌes apƌğs les 

vibrations magnéto-mécaniques, ce qui permet de caractériser sur ces cellules les premiers 

signes de l͛apoptose paƌ le test AŶŶeǆiŶe/ IP en cytométrie. 

Cette analyse de la viabilité des cellules SKRC 59 hCA9 après le stimulus magnéto-mécanique 

transmis par les micro-vortex magnétiques est représentée sous forme bi-paramétrique en 

nuage de points (chaque point correspondant à un événement, qui se traduit par le passage 

d͛uŶe Đellule à tƌaǀeƌs le faisĐeau laseƌ du ĐǇtoŵğtƌeͿ. En fonction de la fluorescence émise 

par chaque cellule, il est possible de classer trois catégories de populations comme indiqué 

sur la  Figure 42:  

 les cellules ŶoŶ ŵaƌƋuĠes à l͛aŶŶeǆiŶe ;Annexine-) / et ŶoŶ ŵaƌƋuĠes à l͛IP ;IP –)

repƌĠseŶteŶt la fƌaĐtioŶ de Đellules ǀiǀaŶtes daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ (ni apoptose, ni

nécrose).
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 Les cellules marquées positiǀeŵeŶt à l͛aŶŶeǆiŶe ;Annexine+) / et ŶoŶ ŵaƌƋuĠes à l͛IP

(IP –) soŶt des Đellules eŶ Đouƌs de pƌoĐessus d͛apoptose, l͛AŶŶeǆiŶe V se lie alors aux

molécules de phosphatidylsérine exposées au feuillet externe des membranes

phospholipidiques intactes des cellules cancéreuses en processus apoptotique.

 Les cellules marquées Annexine+ / IP + sont des cellules où la pƌĠseŶĐe de l͛IP

dĠŵoŶtƌe uŶe ƌuptuƌe de l͛iŶtĠgƌitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe soit par nécrose soit par le

processus apoptotique tardif.

Figure 42. ‘epƌĠseŶtatioŶ d͛uŶe aŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ d͛uŶe suspeŶsioŶ de Đellules 
cancéreuses SKRC hCA 9. Le diagramme bi-paramétrique de fluorescence indique trois populations 

cellulaires : les cellules vivantes AV-/IP-, les cellules en apoptose AV+IP- et les cellules nécrosées 

AV+/IP+, (ou en apoptose tardive). 

L͛apoptose peut aussi ġtƌe dĠteĐtĠe paƌ les ŵodifiĐatioŶs des pƌopƌiĠtĠs de diffusioŶ de la 

lumière. EŶ effet, le passage d͛uŶe Đellule à tƌaǀeƌs le faisĐeau laseƌ du ĐǇtoŵğtƌe est 

accompagnĠ paƌ uŶe diffusioŶ de la luŵiğƌe daŶs l͛aǆe du faisĐeau ;FSC -  Forward Scatter-, 

qui est en corrélation avec la taille des cellules) et aussi une diffusion latérale à 90° (SSC - Side 

Scatter -, qui est en corrélation avec la granularité et/ou de la densité de cellules). Alors que 

la mort nécrotique est caractérisée par une réduction à la fois de FSC et SSC (due à la rupture 

de la membrane plasmique et le déversement du contenu intracellulaire), au cours de 

l'apoptose, il y a une augmentation initiale de la SSC (due à la condensation de la chromatine), 

avec une réduction du FSC (en raison de la contraction de la cellule). Le SSC tend à diminuer 

aussi duƌaŶt les phases taƌdiǀes de l͛apoptose. La Figure 43 ŵoŶtƌe la ƌepƌĠseŶtatioŶ d͛uŶe 

analyse en fonction de la diffraction de la lumière. 

Cellules vivantes 

Cellules nécrosées, 

ou en apoptose tardive 

Cellules en 

apoptose 
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Figure 43. ‘epƌĠseŶtatioŶ d͛uŶe aŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ, paƌ le diagƌaŵŵe ďi-paramétrique de 

diffraction de la lumière pour les cellules témoins et les cellules traitées. 

 

Six heures après le stimulus magnéto-mécanique, les cellules cancéreuses rénales ont été 

analysées par cytométrie en flux en utilisant le kit commercial (Dead Cell Apoptosis Kit with 

Annexin V Alexa Fluor® 488 & Propidium Iodide de Life Technologies). Une analyse par 

cytométrie en flux nécessite une préparation des échantillons au préalable, cette étape dure 

environ 1H pour toutes les conditions (témoins et cellules traitées). La préparation des 

échantillons comprend le décollement des cellules du support sur lequel elles croissent, suivi 

de deux cycles de centrifugation et de resuspension, pour laver et concentrer les cellules, un 

Đoŵptage des Đellules pouƌ ĐhaƋue ĐoŶditioŶ et eŶfiŶ le ŵaƌƋuage à l͛aŶŶeǆiŶe V et à l͛IP aǀeĐ 

les teŵps d͛iŶĐuďatioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt. 

Chaque tube contenant les cellules à analyser est placé dans le cytomètre (BD FACSCalibur), 

les échantillons témoins avec les cellules marquées à l͛aŶŶeǆiŶe seuleŵeŶt AV+ IP- et les 

cellules marquées à l͛IP seuleŵeŶt AV- IP+ sont analysés en premier, ces derniers permettent 

de réaliser une étape appelée « compensation ».  

La compensation électronique de fluorescence entre deux fluorochromes permet de 

soustraire la superposition de deux signaux de fluorescence due au chevauchement des 

speĐtƌes d͛ĠŵissioŶ des diffĠƌeŶts fluorochromes. Sans cette étape de compensation de 

fluorescence, une population cellulaire marquée en fluorescence verte (ALEXA Fluor 488) mais 

Cellules témoins 

Cellules traitées :  

Augmentation de 

la granulométrie 
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pas eŶ ƌouge ;IPͿ, est positioŶŶĠe suƌ la ďisseĐtƌiĐe de l͛histogƌaŵŵe ďipaƌaŵĠtƌiƋue des Ϯ 

fluorescences. Le système de compensation permet de soustraire électroniquement la 

fluorescence rouge qui résulte de la fuite de fluorescence du ALEXA FLUOR 488 dans le canal 

de l͛IP. C͛est gƌâĐe à Đette Ġtape Ƌu͛il est possiďle de distiŶgueƌ des Ŷuages de populatioŶs 

marqués distinctement. 

 

L͛appƌoĐhe dĠǀeloppĠe au Đouƌs de Đette thğse ĠtaŶt tƌğs ŶoǀatƌiĐe et tƌğs peu ƌĠfĠƌeŶĐĠe 

daŶs la littĠƌatuƌe, sa ŵise eŶ œuǀƌe eǆpĠƌiŵeŶtale a ŶĠĐessitĠ d͛Ǉ ĐoŶsaĐƌeƌ ďeauĐoup de 

teŵps pouƌ l͛optiŵisatioŶ du pƌotoĐole eǆpĠƌiŵeŶtale pouƌ ŵettre au point en pratique de 

ĐoŶditioŶs de ŵaŶipulatioŶ optiŵales ;teŵps d͛iŶĐuďatioŶ pouƌ la liaisoŶ paƌtiĐule/Đellules, 

durée du traitement avec les vibrations, fréquence des vibrations, laps de temps écoulé avant 

l͛oďseƌǀatioŶ et la dĠteĐtioŶ des sigŶauǆ apoptotiques, essai de plusieurs kits de détection 

d͛apoptose, pƌĠseŶĐe des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues le loŶg du pƌoĐessusͿ. Apƌğs uŶ peu plus de 

40 essais, chaque essai représentant approximativement une semaine de préparations et 

ŵises eŶ œuǀƌe, Ŷous aǀoŶs réussi à obtenir des résultats satisfaisants, avec des données par 

la cytométrie en flux exploitables. 

 

La Figure 44 ci-dessous ŵoŶtƌe le ƌĠsultat de l͛ĠŶuŵĠƌatioŶ des Đellules ǀiǀaŶtes et la 

cytométrie en flux réalisé six heures après le stimulus magnéto-mécanique selon le protocole 

opératoire décrit ci-dessus. 
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Figure 44 : A/ EnuŵĠƌatioŶ des Đellules ǀiǀaŶtes daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ tĠŵoiŶ ;Đellules SK‘C ϱϵ hCA9 

seulesͿ et l͛ĠĐhaŶtilloŶ tƌaitĠ ;Đellules SK‘C ϱϵ Hca9 avec µvortex magnétiques fonctionnalisés) 6 

heuƌes apƌğs l͛appliĐatioŶ d͛uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue alteƌŶatif. B/Résultats de la cytométrie en flux B1) 

réalisée sur les cellules témoin. B2) réalisée sur les cellules traitées restantes après le stimulus 

magnéto-mécanique. 
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L͛ĠŶuŵĠƌatioŶ des Đellules ǀiǀaŶtes ŵoŶtƌe uŶe diŵiŶutioŶ ĐoŶsidĠƌaďle du Ŷoŵďƌe de 

cellules vivantes six heures après le stimulus magnéto-mécanique induit par les µvortex 

ŵagŶĠtiƋues foŶĐtioŶŶalisĠs, uŶe diŵiŶutioŶ d͛uŶ faĐteuƌ ĐiŶƋ des Đellules ǀiǀaŶtes a été 

quantifiée et représentée sur la Figure 44A. 

L'analyse par la cytométrie en flux montre que des cellules apoptotiques et nécrotiques ont 

émergé suite au stiŵulus paƌ les ǀiďƌatioŶs ŵagŶĠtiƋues. L͛oďseƌǀatioŶ du diagƌaŵŵe de 

diffraction de la lumière montre une augmentation de la granulométrie comparée à 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ tĠŵoiŶ, ĐoŶsĠƋueŶĐe du pƌoĐessus apoptotiƋue ;ĐoŶdeŶsatioŶ de la ĐhƌoŵatiŶe, 

bourgeonnement de la membrane plasmique) qui concorde avec le marquage à l'annexine V 

des membranes cellulaires.  

L͛oďseƌǀatioŶ du diagƌaŵŵe des deuǆ ŵaƌƋueuƌs fluoƌesĐeŶts ŵoŶtƌe uŶe Ŷette pƌogƌessioŶ 

du nuage représentant la population cellulaire non marquée, supposée vivante vers un 

ŵaƌƋuage positif à l͛aŶŶeǆiŶe V. Une progression vers le stade d'apoptose tardive a également 

ĠtĠ oďseƌǀĠe aǀeĐ la ĐoloƌatioŶ ĐoŶĐoŵitaŶte à l͛aŶŶeǆiŶe V et à l͛IP.  

4.5.6 Commentaires et Interprétation 

Ce résultat, bien que in vitro, impliquerait une réduction nette de la taille de la tumeur, si les 

micro-vortex magnétiques fonctionnalisés sont injectés à proximité de la tumeur par voie 

intra-tumorale. 

Bien que le mécanisme exact de la stimulation magnéto-mécanique des cellules cancéreuses 

ne soit pas encore pleinement compris, la donnée bibliographique soutient clairement 

l'hypothèse de l'origine mécanique de la réponse apoptotique 11.  

La stimulation magnéto-mécanique élève le niveau du calcium intracellulaire par les 

étirements de la membrane provoqués par les vibrations des disques magnétiques 11, 74. Les 

Đellules ĠtaŶt hauteŵeŶt seŶsiďles à l͛hoŵĠostasie ĐalĐiƋue, uŶe eǆpositioŶ pƌoloŶgĠe à uŶ 

certain niveau de calcium intracellulaire peut déclencher l'apoptose de ces cellules 75. La 

Figure 44 montre que l͛utilisatioŶ ĐoŶjoiŶte de l͛aŶŶeǆiŶe V aǀeĐ l͛IP révèle un marquage 

positif des cellules après le traitement par les vibrations magnéto-mécaniques. L'absence de 

ŵaƌƋuage à l͛IP daŶs uŶe gƌaŶde pƌopoƌtion des cellules traitées indique que pour la lignée 

cellulaire donnée, l'apoptose induite magnéto-mécaniquement n'implique pas 

ŶĠĐessaiƌeŵeŶt la ƌuptuƌe de la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe ĠtaŶt doŶŶĠ Ƌue l͛IP Ŷe pĠŶğtƌe pas daŶs 
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le noyau, au moins dans les premiers stades de l'apoptose. Fait important, nous avons prouvé 

par le test MTT que les disques magnétiques ne sont pas cytotoxiques en l'absence de champ 

extérieur, cette propriété a aussi été retrouvée dans la littérature 76.  

La sensibilité des cellules aux stimuli magnéto-mécaniques a été activement étudiée par 

plusieurs groupes de recherche, expérimentalement et par des modélisations. Une étude a 

montré que des piliers de cobalt fabriqués par les techniques top-down de microélectronique 

peuvent être utilisés pour appliquer des forces contrôlées sur les cellules et permettent 

d'étudier leur réponse à des forces mécaniques 77. Dans cette approche, les micro-piliers 

constitués de nanofils magnétiques tournent en réponse à un champ magnétique externe, ce 

qui provoque une contrainte de traction sur les cellules attachées à l͛extrémité des micro-

pilieƌs. Cette stiŵulatioŶ a pouƌ effet uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛adhĠsioŶ foĐale des Đellules ;Ƌui 

ĐoƌƌespoŶd à uŶ ƌegƌoupeŵeŶt des ŵolĠĐules d͛iŶtĠgƌiŶesͿ eŶ ƌĠponse à la stimulation 

mécanique.  

Aussi, pour approfondir la compréhension de nombreux mécanismes cellulaires, des 

méthodes de modélisation dédiées à l'étude du comportement mécanique du cytosquelette 

cellulaire ont été développées. Comme par exemple le modèle de tenségrité, qui considère la 

cellule comme une structure ayant une intégrité tensionnelle 78. BƌiğǀeŵeŶt, l͛idĠe 

fondamentale de la tenségrité est que chaque élément du système perçoit et répond à un 

stiŵulus phǇsiƋue Ƌu͛il soit iŶteƌŶe ou externe. Ce modèle permettrait dans un deuxième 

temps une meilleure représentation bioréaliste des mécanismes impliqués lors de la réponse 

apoptotique au stimulus magnéto-mécanique induit par les micro-vortex magnétiques. 

4.6 Conclusion 

 

En résumé nous avons dĠĐƌit daŶs Đe Đhapitƌe le ĐoŶĐept d͛uŶ Ŷouǀeau tƌaiteŵeŶt peƌŵettaŶt 

de lutteƌ ĐoŶtƌe le ĐaŶĐeƌ, l͛effiĐaĐitĠ de Đette appƌoĐhe iŶŶoǀaŶte pouƌ la destƌuĐtioŶ des 

cellules cancéreuses a été démontrée expérimentalement in vitro et discutée. Après avoir 

décrit le matériel biologique utilisé et les techniques de culture cellulaire associées, nous 

avons mis en évidence les caractéristiques membranaires des cellules cancéreuses rénales 

utilisĠes, paƌ les teĐhŶiƋues d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe. Le fait de ŵettƌe eŶ Ġǀidence la présence 

du ďioŵaƌƋueuƌ d͛iŶtĠƌġt aŶhǇdƌase ĐaƌďoŶiƋue IX à la suƌfaĐe des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses Ŷous 

a permis de mener les travaux de ciblage. Enfin, nous avons mis au point la procédure 
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expérimentale permettant de lier les micro-vortex magnétiques aux cellules cancéreuses, de 

mettre en vibration ces paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues, puis d͛Ġtudieƌ l͛effet ĐǇtotoǆiƋue de ce 

traitement sur les cellules cancéreuses. 

Dans l'étude décrite ci-dessus, nous avons démontré que le signal de l'apoptose peut être 

activé in vitro à distance dans le modèle du carcinome rénale humain à l'aide d'un champ 

magnétique alternatif externe. Ce stimulus magnétique a pour effet : i) une diminution 

significative du nombre de cellules cancéreuses vivantes, essentiellement par apoptose, et ii) 

l'initiation de la mort cellulaire programmée (ou apoptose) seulement six heures après avoir 

soumis les cellules cancéreuses aux vibrations magnéto-mécaniques. Cette approche 

innovante pourrait être largement applicable à tout type de récepteurs membranaires de 

suƌfaĐe d͛iŶtĠƌġt ĐliŶiƋue gƌâĐe au sĐhĠŵa de ďiofoŶĐtioŶŶalisatioŶ dĠǀeloppĠ. EŶ effet, il 

suffiƌait de gƌeffeƌ uŶ aŶtiĐoƌps aǀeĐ des pƌopƌiĠtĠs de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe d͛uŶ aŶtigğŶe pƌĠseŶt 

au niveau des membranes du type cellulaire ciblé. 

Il est iŵpoƌtaŶt de souligŶeƌ Ƌue ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt au tƌaiteŵeŶt paƌ l͛hǇpeƌtheƌŵie ŵagŶĠtiƋue, 

les vibrations magnéto-mécaniques induisent un stress qui est directement transmis aux 

cellules cancéreuses ciblées sans atteindre les cellules saiŶes, aloƌs Ƌue l͛hǇpeƌtheƌŵie peut 

également élever la température des cellules saines voisines et les détruire. L͛hǇpeƌtheƌŵie 

détruisant les cellules cancéreuses par nécrose peut également induire des phénomènes 

iŶflaŵŵatoiƌes, aloƌs Ƌue l͛apoptose déclenchée par les vibrations entraine une mort 

naturelle de la cellule cancéreuse sans effet secondaire inflammatoire. En utilisant un 

matériau magnétique doux avec une configuration en vortex magnétique, un effet létale 

envers les cellules cancéreuses a été obtenu par l'application de faibles champs magnétiques 

~ϯϬϬ Oe aǀeĐ uŶe fƌĠƋueŶĐe de ϮϬ Hz. Ce Ƌui est eŶ ĐoŶtƌaste aǀeĐ l͛hǇpeƌtheƌŵie nécessitant 

des fƌĠƋueŶĐes ĠleǀĠes de l͛oƌdƌe de ĐeŶtaiŶes de kilohertz.  
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Conclusion générale et perspectives 
 

 

Nous avons présenté dans ce manuscrit les principaux travaux réalisés dans le laboratoire 

Spintec pour la destruction des cellules cancéreuses par les vibrations magnéto-mécaniques 

de particules magnétiques réalisées par voie « top-down ». Les travaux réalisés au cours de 

cette thèse pluridisciplinaire se sont articulés autour de trois grands axes ; le magnétisme pour 

l͛Ġtude des pƌopƌiĠtĠs ŵagŶĠtiƋues des paƌtiĐules, la Đhiŵie de suƌfaĐe pouƌ le gƌeffage de 

molécules biologiques à la surface des particules à des fins de ciblage et la biologie pour 

l͛Ġtudes des effets tƌauŵatiƋues des stiŵuli ŵagŶĠto-mécaniques sur les cellules 

cancéreuses. 

Au cours de cette thèse, nous avons mis au point des procédés de fabrication « top down » 

issus de la technologie des semi-ĐoŶduĐteuƌs pouƌ l͛ĠlaďoƌatioŶ des paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues. 

Contrairement aux dispositifs de microélectroniques développées et maintenus sur un 

substrat de silicium, le procédé de fabrication avait la contrainte de la libération des particules 

du substrat pour obtenir une suspension de particules magnétiques en solution. De par leur 

Ŷatuƌe ŵagŶĠtiƋue, la ĐoŶditioŶ pƌiŵoƌdiale pouƌ l͛utilisatioŶ de telles paƌtiĐules daŶs le 

domaine biomédical est que ces dernières soient monodisperses et non agglomérées, 

autrement dit sans aimantation rémanente. 

Divers procédés de fabrication ont été développés pour la réalisation des particules anti 

ferromagnétiques synthétiques et en vortex. Chaque procédé était caractérisé par la présence 

de certaines imperfections de fabrication non adaptées à réalisation des particules SAF, en 

effet, ces défauts entravent le couplage antiferromagnétique entre les couches et sont à 

l͛oƌigiŶe de l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules SAF. Par contre, la configuration des vortex étant 

ŵoiŶs seŶsiďles à Đes iŵpeƌfeĐtioŶs d͛oƌdƌe ŶaŶoŵĠtƌiƋue, les pƌoĐĠdĠs dĠǀeloppĠs ĠtaieŶt 

parfaitement adaptés à la réalisation des particules magnétiques en vortex. 

Nous aǀoŶs doŶĐ Đhoisi d͛utiliseƌ les paƌtiĐules en vortex pour la suite de nos travaux, nous 

avons étudié les propriétés magnétiques des échantillons réalisés à savoir les susceptibilités 

ŵagŶĠtiƋues, les phĠŶoŵğŶes d͛aggloŵĠƌatioŶ/ dispeƌsioŶ et le Đouple ŵagŶĠto-mécanique 

que peuvent transmettre les particules en vortex aux membranes des cellules cancéreuses.  

La comparaison entre les deux types de particules magnétiques vortex et SAF a été étudiée. 

Ces particules ont leurs propres avantages. Selon nos calculs, les particules SAF peuvent, en 

principe, produire des couples magnéto-mécaniques plus importants que ceux calculés pour 
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les particules en vortex, mais comme démontré dans le second chapitre, les particules SAF 

sont plus difficiles à produire en particulier avec des matériaux biocompatibles. Les particules 

en vortex quant à elles peuvent-être plus facilement fabriquées, notamment avec des oxydes 

de fer, reconnus comme parfaitement utilisables in vivo. 

De plus, la susceptibilité des particules en vortex est avantageusement toujours inférieure au 

seuil d'auto-polaƌisatioŶ de façoŶ à Đe Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ ait pas de phĠŶoŵğŶe d͛aggloŵĠƌatioŶ ƋuaŶd 

les particules sont libérées en solution.  

En comparaison avec l'hyperthermie magnétique, le stimulus par les vibrations magnéto-

mécaniques, présente plusieurs avantages. En effet, les difficultés qui subsistent dans 

l͛appƌoĐhe de l͛hǇpeƌtheƌŵie soŶt l͛aspect invasif, le ciblage et la distribution homogène de la 

chaleur au seiŶ de l͛oƌgaŶe cible. La subsistance de ces problèmes peut conduire à un effet 

insuffisant du traitement, voir à l'exposition létale des cellules voisines saines aux 

températures élevées. A la différence du traitement par hyperthermie, le stimulus par les 

vibrations magnéto-mécaniques des micro vortex magnétiques transmet le stimulus 

directement à la cellule cible avec une haute spécificité et une grande efficacité.  

Grâce aux propriétés magnétiques des particules en vortex, l'effet cytotoxique a été obtenu 

par l'application de faibles champs magnétiques ~ 30mT, appliqués à une fréquence de 

quelques dizaines de Hz, pour une durée de 45 min. Ces conditions sont en contraste frappant 

avec les champs magnétiques à des fréquences élevées (200 à 400 Oe, >100 KHz,) utilisés pour 

l͛hǇpeƌtheƌŵie, nécessaires pour atteindre la toxicité cellulaire. 

Le seĐoŶd aǆe de ƌeĐheƌĐhe de Đette thğse a poƌtĠ suƌ le dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶ pƌotoĐole de 

fonctionnalisation des surfaces des particules magnétiques. Le procédé de fonctionnalisation 

ĐoŶçu suƌ Đes paƌtiĐules ƌeĐouǀeƌtes de fiŶes ĐouĐhes d͛oƌ est ƌelatiǀeŵeŶt ƌapide, ƌĠaĐtif et 

spĠĐifiƋue. La ǀalidatioŶ de l͛eŶseŵďle du pƌoĐessus d͛iŵŵoďilisatioŶ suĐĐessiǀe de la 

ŵoŶoĐouĐhe autoasseŵďlĠe ;SAMͿ de thiols, puis l͛iŵŵoďilisation des anticorps anti 

anhydrase carbonique IX ont été révélé par des procédures expérimentales basées sur la 

microscopie à fluorescence, les résultats de ces expériences ont permis de confirmer la 

foŶĐtioŶŶalisatioŶ de la suƌfaĐe d͛oƌ. Cette foŶĐtioŶŶalisation peut être étendue à tout type 

de lignées cancéreuses en sélectionnant le biomarqueur de surface adéquat, la stratégie 

développée au cours de cette thèse présente donc des perspectives très intéressantes pour 

les thérapies de divers cancers. 
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Nous aǀoŶs dĠŵoŶtƌĠ daŶs le deƌŶieƌ Đhapitƌe la pƌeuǀe de ĐoŶĐept de l͛aĐtioŶ 

antinéoplasique du stimulus par les vibrations magnéto-mécaniques sur des cellules en 

Đultuƌe issues d͛uŶ ĐaƌĐiŶoŵe ƌĠŶal huŵaiŶ. EŶ appliƋuaŶt uŶ Đhaŵp ŵagŶĠtiƋue d͛à peiŶe 

300 Oe (30mT) avec une fréquence de 20Hz pour une durée de 45 minutes, nos expériences 

ont montré une nette diminution de la viabilité des cellules exposées aux traitements par 

rapport à leurs homologues témoins. Une progression vers une mort par apoptose a été 

observée et quantifiée par les tests de cytométrie en flux, et ce, à peine six heures après le 

traitement.  

 

La ŵoƌt Đellulaiƌe paƌ apoptose ŵet eŶ œuǀƌe des ŵĠĐaŶisŵes Đoŵpleǆes. A court terme, des 

expériences de caractérisations du processus apoptotique des cellules cancéreuses doivent 

être menées dans les prochaines études pour une meilleure identification des voies de 

signalisation apoptotiques déclenchées par les stimuli magnéto-mécaniques. Sur la base de 

nos observations expérimentales et des références bibliographiques, nous proposons que les 

stimuli magnéto-mécaniques soient convertis et amplifiés en un signal ionique chimique 

capable d'initier l'apoptose des cellules cancéreuses.  

 

EŶ effet, l͛osĐillatioŶ des ŵiĐƌo ǀoƌteǆ ŵagŶĠtiƋues seŵďle ġtƌe l͛ĠlĠŵent déclencheur de la 

voie de signalisation extrinsèque de l͛apoptose ĐalĐiuŵ dĠpeŶdaŶte. Des Ġtudes oŶt suggĠƌĠ 

l͛iŵpliĐatioŶ des ioŶs Ca2+ dans la régulation de la mort cellulaire par apoptose. Il a été 

démontré que la libération du Ca2+ du réticulum endoplasŵiƋue ou l͛iŶfluǆ de ĐalĐiuŵ du 

milieu extracellulaire à travers les canaux ioniques sont des facteurs apoptogènes 79. Deux 

scénarios sont alors envisageables : 

  Le déclenchement de la voie apoptotique mitochondriale 80 ; l͛aĐĐuŵulatioŶ du Ca2+ 

Đause l͛augmentation abrupte de la perméabilité de la membrane mitochondriale et 

entraine la libération de molécules apoptogènes comme le cytochrome C. Cette 

ŵolĠĐule est ƌespoŶsaďle de l͛aĐtiǀatioŶ des pƌotĠases Đaspases paƌ diǀeƌses ĐasĐades 

d͛aĐtiǀation. Ces différentes protéases effectuent le clivage de plusieurs molécules, 

parmi lesquelles des protéines de structure et des protéines impliquées dans les 

systèmes de réparation cellulaire 81 menant à la mort cellulaire par le processus 

apoptotique. 

 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=R%C3%A9paration_cellulaire&action=edit&redlink=1
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 La seconde voie est la voie cytosolique qui est tout aussi importante que la voie 

mitochondriale. En effet, le rôle du Ca2+ Ŷ͛est pas liŵitĠ à l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les 

oƌgaŶites iŶtƌaĐellulaiƌes daŶs le ĐoŶtƌôle du pƌoĐessus d͛apoptose, le ĐǇtoplasŵe est 

doté de nombreux effecteurs qui peuvent décoder efficacement un signal 

eǆtƌaĐellulaiƌe loƌs de l͛iŶduĐtioŶ d͛uŶe apoptose Ca2+ dépendante. De multiples 

cascades de signalisation cytosolique critiques pour la survie cellulaire sont médiées 

par le Ca2+. 

 

Ainsi, en sélectionnant les marqueurs fluorescents adéquats, il serait possiďle d͛ideŶtifieƌ la 

voie de signalisation biochimique initiée par les vibrations magnéto-mécaniques des particules 

en microvortex. En plus de son grand intérêt en clinique, cette étude est très intéressante du 

point de vue fondamental car elle implique l͛Ġtude de la ƌepƌogƌaŵŵatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe des 

cellules malignes en leur restituant une fin de vie «naturelle » 

 

Aujouƌd͛hui et demain, physiciens, pharmacologistes, biologistes, chimistes et médecins 

doivent aspirer ensemble à des thérapies novatrices, car si de nouveaux dispositifs de 

traitement combinés sont utilisés un jour en médecine, ce sera nécessairement le résultat 

d'un travail commun. 
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Annexe 1. Développement des procédés de fabrication 

des particules SAF. 

A. Procédé par bi-couche de résine. 

Rappelons que dans ce procédé, la forme des particules magnétiques est dessinée en creux par 

lithographie optique dans une résine déposée sur le substrat en silicium, préalablement recouvert 

d͛uŶe pƌeŵiğƌe ƌĠsiŶe saĐƌifiĐielle. DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps ;figuƌe 1) la résine PMMA (Polyméthyl 

Methacrylate) est déposée par spinning (étalement par force centrifuge) sur le wafer (la plaque) de 

siliĐiuŵ, uŶ ƌeĐuit est eŶsuite ŶĠĐessaiƌe afiŶ de la duƌĐiƌ, ϲϬϬ seĐoŶdes à ϭϴϬ°C. Il s͛agit d͛uŶe ƌĠsiŶe 
positive, utilisée comme résine sacrificielle, elle ne sera pas affectée par la plupart des étapes 

ultĠƌieuƌes du pƌoĐĠdĠ et Ŷ͛iŶteƌǀieŶt Ƌu͛au ŵoŵeŶt du deƌŶieƌ lift-off pour la mise en solution des 

particules. Une seconde résine négative photosensible MAN2403 est déposée par spinning, suivie 

elle-aussi d͛uŶ ƌeĐuit de ϵϬ seĐoŶdes à ϵϬ°C .  

Par la suite, la résine négative est insolée par un procédé de lithographie de contact (voir Figure 45). Le 

masque en verre portant les motifs chromés formant les particules est directement mis en contact 

aǀeĐ l͛ĠĐhaŶtilloŶ, uŶ ǀide poussĠ peƌŵettaŶt de plaƋueƌ au ŵieuǆ l͛ĠĐhaŶtilloŶ ĐoŶtƌe le masque 

pouƌ assuƌeƌ uŶ ĐoŶtaĐt uŶifoƌŵe. Dğs loƌs, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est eǆposĠ duƌaŶt ƋuelƋues seĐoŶdes à uŶe 
lumière en UV profond (deep UV). Le développement dans un bain de développeur de type AZ 

(solution aqueuse alcaline) permet de dissoudre les zones de résine non insolées et donne forme au 

réseau de trous dans la résine MAN2403 sans dissoudre la résine PMMA préalablement déposée.  

Figure 45. ;aͿ SĐhĠŵas des Ġtapes d’iŶsolatioŶ de la ƌĠsiŶe ŶĠgatiǀe photoseŶsiďle à tƌaǀeƌs uŶ ŵasƋue et de 
dĠǀeloppeŵeŶt pouƌ l’oďteŶtioŶ d’uŶ ƌĠseau de tƌous aǀaŶt le dĠpôt ŵagŶĠtiƋue.  ;ďͿ Photo prise au 

ŵiĐƌosĐope optiƋue d’uŶ ƌĠseau de tƌous apƌğs l’iŶsolatioŶ et le dĠǀeloppeŵeŶt. 

Apƌğs l͛Ġtape de stƌuĐtuƌatioŶ de la ƌĠsiŶe MAN, le dĠpôt des ĐouĐhes ŵagŶĠtiƋues est ƌĠalisĠ suƌ 
l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue ou paƌ ĠǀapoƌatioŶ ;ǀoiƌ Figure 46) . 

Le dépôt magnétique recouvre ainsi aussi bien le fond des trous que le reste de résine. Pour éliminer 

Đe ƌeste de ƌĠsiŶe ŶĠgatiǀe iŶsolĠe ƌeĐouǀeƌte de dĠpôt, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est ploŶgĠ daŶs de 
l͛isopƌopaŶol afiŶ de dissoudƌe Đette deƌŶiğƌe et Ŷe gaƌdeƌ Ƌue le dépôt magnétique dans les trous 
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qui sont en définitif des particules magnétiques (voir Figure 46 b). Cette étape constitue le premier lift-

off, le solvant isopropanol de la MAN ne dissolvant pas la sous-couche de résine PMMA. 

 
Figure 46 : ;aͿ IllustƌatioŶ de l’Ġtape du dĠpôt ŵagŶĠtiƋue et du ϭer lift-off par enlèvement de la résine négative 

photosensible MAN2403. (b) Schéma et Photo MEB – microscope électronique à balayage -  montrant le réseau 

de particules fixées au PMMA après ce 1er lift-off (après dissolution de la résine MAN2403). 

Enfin, la dernière étape du procédé ; le deuxième lift-off par dissolution de la résine PMMA pour la 

mise en solution des particules. Celle-Đi se fait juste eŶ ploŶgeaŶt l͛ĠĐhaŶtilloŶ daŶs uŶ ďaiŶ 
d͛aĐĠtone, assisté par des ultrasons pour améliorer la dispersion des particules libérées.  

A. Procédé par tri-couches de résines (2 résines sacrificielles) 
 

Ce pƌoĐĠdĠ a ĠtĠ peŶsĠ et dĠǀeloppĠ pouƌ ĠliŵiŶeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les ĐouĐhes PMMA et 
MAN2403 et ainsi pƌotĠgeƌ la ĐouĐhe saĐƌifiĐielle PMMA de l͛attaƋue ĐhiŵiƋue de la MANϮϰϬϯ. Les 
deuǆ ƌĠsiŶes soŶt sĠpaƌĠes paƌ uŶe tƌoisiğŵe ĐouĐhe de ƌĠsiŶe saĐƌifiĐielle appelĠe LO‘ϭϬA ; il s͛agit 
d͛uŶ polǇŵğƌe utilisĠ ĐoŵŵuŶĠŵeŶt pouƌ faĐiliteƌ l͛Ġtape du lift-off car il a la propriété de former 

des «undercuts» après sa gravure chimique isotrope sous les motifs définis par la résine 

photosensible. LOR créé en sous-couche des cavités avec « profils rentrant » ou « retraits de parois », 

qui assurent une discontinuité du filŵ dĠposĠ apƌğs la lithogƌaphie, faĐilitaŶt l͛aĐĐğs auǆ solǀaŶts loƌs 
de lift-offs. CepeŶdaŶt daŶs Ŷotƌe pƌoĐĠdĠ, l͛idĠe a ĠtĠ d͛iŶsĠƌeƌ LO‘ pouƌ teŶteƌ d͛Ġǀiteƌ la 
dégradation de la rugosité de PMMA par les solvants de la MAN.  

DaŶs l͛oƌdƌe, le suďstƌat sera couvert par la résine sacrificielle PMMA, puis par la couche de LOR, et 

eŶ deƌŶieƌ lieu paƌ la ƌĠsiŶe photoseŶsiďle MAN destiŶĠe à ġtƌe iŶsolĠe. Apƌğs l͛iŶsolatioŶ, le 
développement de la résine MAN va en même temps dissoudre les parties de LOR exposées, et ainsi 

tƌaŶsfĠƌeƌ les ŵotifs à tƌaǀeƌs Đette ĐouĐhe iŶteƌŵĠdiaiƌe jusƋu͛à la ĐouĐhe de PMMA Đoŵŵe 
montré sur la Figure 47.   

   silicium 

   PMMA 
    

      
   

   
      

   silicium 

   PMMA 

    
      

   
   

      

   silicium 

   PMMA 

(a) (b) 



 

117 
 

 

Figure 47. Principe du procédé de fabrication utilisant 3 couches de résines dont 2 sont sacrificielles. Objectif : 

diŵiŶueƌ la ƌugositĠ de la ƌĠsiŶe PMMA, eŶ ĠǀitaŶt l’agƌessioŶ des solǀaŶts de la MAN suƌ PMMA, gƌâĐe à la 
couche intermédiaire de résine LOR. Procédé développé pour diminuer les problèmes de rugosité pour la 

fabrication des partiĐules SAF, le Đouplage aŶtifeƌƌoŵagŶĠtiƋue Ŷ’ĠtaŶt pas ŵaîtƌisĠ si la ƌugositĠ du suďstƌat 
est trop importante.Apƌğs aǀoiƌ iŶsolĠ l’ĠĐhaŶtilloŶ paƌ lithogƌaphie DUV, le dĠǀeloppeŵeŶt est ƌĠalisĠ daŶs les ŵġŵes 
conditions que celles utilisées pour le procédé de la bi-couche. Dans ce procédé, nous parlerons de gravure humide au lieu de 

développement, car le développeur de la résine MAN2403 a aussi une action de gravure de la résine LOR10A. Nous avons 

testé la gravure avec deux solutions basiques; le développeur MF26A et développeur AZ326MIF.  

 

 Caractérisation des particules magnétiques obtenues dans LOR sur PMMA  

Pouƌ faĐiliteƌ l͛oďseƌǀatioŶ des ŵotifs daŶs la ƌĠsiŶe au MEB, Ŷous aǀoŶs tout d͛aďoƌd ĠǀapoƌĠ uŶe 
fiŶe ĐouĐhe d͛oƌ suƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ apƌğs la lithogƌaphie, et eŶleǀĠ la ĐouĐhe de MAN ϮϰϬϯ paƌ lift-off à 

l͛isopƌopaŶol Đoŵŵe ŵoŶtƌĠ suƌ le sĐhĠŵa de la Figure 48. L͛isopƌopaŶol dissolǀaŶt la ƌĠsiŶe MAN 
sans dissoudre la résine LOR, ce lift-off laisse un réseau de trous structuré dans LOR attaché au 

substrat, et le foŶd des tƌous aǀeĐ la fiŶe ĐouĐhe d͛oƌ dĠposĠe appaƌeŶte. 

 

Figure 48. Schéma explicatif des étapes du procédé par tri-ĐouĐhe de ƌĠsiŶe aǀaŶt l’oďseƌǀatioŶ des pƌofils des 
ŵotifs au MEB. ;AͿ ĠǀapoƌatioŶ d’uŶe ĐouĐhe d’oƌ suƌ la MANϮϰϬϯ dĠǀeloppĠe. ;BͿ lift-off daŶs de l’isopƌopaŶol 
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de la MANϮϰϬϯ, la ƌĠsiŶe LOR Ŷ’ĠtaŶt pas dissoute paƌ l’isopƌopaŶol. Photo au MEB apƌğs le dĠǀeloppeŵeŶt de 
la ƌĠsiŶe MAN et du LORϭϬA aǀeĐ le dĠǀeloppeuƌ MFϮϲA peŶdaŶt ;CͿ ϭϱ s et ;DͿ ϯϬ s, aǀeĐ ĠǀapoƌatioŶ d’uŶe 
ĐouĐhe d’oƌ pouƌ l’oďseƌǀatioŶ des ŵotifs. 

Les observations au MEB montrent que la résine LOR10A se grave relativement bien avec les 

développeurs de la MAN2403. Mais les temps utilisés dans nos premières expériences (15 et 30 

seĐoŶdesͿ peƌŵetteŶt juste d͛aŵoƌĐeƌ la gƌaǀuƌe de ŵotifs isotƌopes daŶs la ĐouĐhe du LO‘ϭϬA, et 

sont insuffisants pour atteindre la couche de PMMA. Les trous ont un fond concave, visible sur la 

Figure 48, qui pourrait encore une fois gêner le couplage antiferromagnétique à travers la fine couche 

de ƌuthĠŶiuŵ. AfiŶ d͛atteiŶdƌe la ĐouĐhe de PMMA et oďteŶiƌ des Đƌeuǆ aǀeĐ des foŶds plats, Ŷous 
avons décidé de prolonger ce temps de gravure à 45 secondes dans le MF26A. Les Figure 49 et Figure 50  

ŵoŶtƌeŶt l͛oďseƌǀatioŶ de deuǆ ĠĐhaŶtilloŶs : le pƌeŵieƌ apƌğs pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue de la 
multicouche SAF (Figure 49Ϳ, le seĐoŶd apƌğs ĠǀapoƌatioŶ d͛uŶe ĐouĐhe d͛oƌ ;Figure 50).  

 

Figure 49. Iŵage au MEB de l’ĠĐhaŶtilloŶ apƌğs uŶ dĠǀeloppeŵeŶt de la MAN ;gƌaǀaŶt LORͿ de ϰϱ s, suiǀi d’uŶ 
dépôt magnétique SAF par pulvérisation cathodique, et du lift-off de la MAN. A/Iŵage MEB de l’ĠĐhaŶtilloŶ 
avant le lift-off de la résine sacrificielle PMMA. B/Iŵage MEB des paƌtiĐules oďseƌǀĠes suƌ l’iŵage A liďĠƌĠes 
après le lift-off.  

L͛oďseƌǀatioŶ au MEB illustƌĠe paƌ la Figure 49,  des particules obtenues par pulvérisation cathodique 

suƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ pƌĠpaƌĠ aǀeĐ les tƌois ĐouĐhes de ƌĠsiŶes, ŵoŶtƌe Ƌue les paƌtiĐules SAF foƌŵĠes 
dans les trous de résines et sur le PMMA soŶt suƌŵoŶtĠes d͛uŶ ŵuƌet de dĠpôt ŵagŶĠtiƋue. Ce 
dépôt autour des particules est gênant en termes de couplage RKKY, car les épaisseurs des couches 

déposées sur ce niveau oblique ne sont pas maitrisées, le couplage antiferromagnétique sera perdu 

car l͛Ġpaisseuƌ de Ϭ.ϳ Ŷŵ de ĐoŶsigŶe pouƌ le dĠpôt du ƌuthĠŶiuŵ seƌa plus faiďle et iŶhoŵogğŶe suƌ 
les flaŶĐs. Il s͛agit là d͛uŶ gƌos iŶĐoŶǀĠŶieŶt Đaƌ loƌs du lift-off, ces rebords magnétiques 

(probablement ferromagnétiques) interagissent magnétostatiquement eŶtƌe euǆ et soŶt à l͛oƌigiŶe 
de l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules. 

L͛oďseƌǀatioŶ de la Figure 50(A)  laisse suggérer deux sources de formation de ce dépôt oblique; i) la 

pƌeŵiğƌe ƌaisoŶ seƌait uŶ aŶgle d͛iŶĐideŶĐe des ioŶs loƌs du dĠpôt paƌ pulǀĠƌisatioŶ ĐathodiƋue  
suffisamment important pour recouvrir non seulement le fond des trous mais aussi les parois de 

résine qui les délimitent, ii) la seconde raison serait la gravure chimique de la résine LOR10A qui 

transférerait des motifs avec des profils qui ne sont pas parfaitement verticaux. Pour vérifier si cela 

provenait du procédé de structuration des résines ou du dépôt, sur un autre échantillon, nous avons 

ƌeŵplaĐĠ le dĠpôt paƌ pulǀĠƌisatioŶ paƌ uŶe ĠǀapoƌatioŶ ;plus diƌeĐtiǀeͿ d͛uŶe ĐouĐhe d͛oƌ - 
l͛Ġǀapoƌateuƌ Ŷe ĐoŶteŶaŶt pas les Điďles du ŵatĠƌiau SAF. Les iŵages de la Figure 50 ci-dessous 

ŵoŶtƌeŶt l͛oďseƌǀatioŶ des ƌĠsultats au MEB. 

A B 
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Figure 50. A/ Iŵage au MEB à 9Ϭ° d’uŶe Đoupe de l’ĠĐhaŶtilloŶ apƌğs uŶe gƌaǀuƌe huŵide de ϲϬ s par le 

dĠǀeloppeuƌ de la MAN, et dĠpôt d’oƌ paƌ ĠǀapoƌatioŶ ;dĠpôt diƌeĐtifͿ : la ƌĠsiŶe MAN dĠǀeloppĠe pƌĠseŶte ďieŶ 
un réseau de trous ; la résine LOR, gravée, montre les « undercuts» de forme concave . B/Image MEB du même 

échantillon après le lift-off de la MANϮϰϬϯ. Les paƌtiĐules d’oƌ soŶt foƌŵĠes daŶs l’uŶdeƌĐut du LORϭϬA, suƌ de 
la PMMA. 

Nous avons observé que les flancs des motifs ne sont toujours pas droits en remplaçant la 

pulǀĠƌisatioŶ paƌ uŶe ĠǀapoƌatioŶ, l͛iŶĐliŶaisoŶ des paƌois autouƌ des tƌous pƌoǀieŶt ďieŶ de la 
gƌaǀuƌe ĐhiŵiƋue de la ƌĠsiŶe LO‘ϭϬA. Nous pouǀoŶs peŶseƌ Ƌu͛il est possiďle d͛aŵĠlioƌeƌ la 
verticalité de ces motifs en prolongeant le temps de gravure, mais les images MEB montrent que 60 

secondes de gravure semblent être la limite car les trous ne sont séparés que par un film très fin de 

résine LOR, et graver plus longtemps risque de faire communiquer les cavités.  Nous avons décidé 

quand même de faire un test avec 1min30 de gravure pour vérifier notre hypothèse, les résultats 

sont montrés dans la Figure 51, ci-dessous: 

 Figure 51. Observation au MEB du ƌĠsultat d’uŶ dĠpôt ŵagŶĠtiƋue apƌğs uŶe gƌaǀuƌe de 1 minute et 30 secondes. 

EŶ ĐoŶĐlusioŶ, il est dĠliĐat d͛oďteŶiƌ des ŵotifs aǀeĐ des flaŶĐs dƌoits daŶs la ĐouĐhe LO‘ϭϬA saŶs 
que ces motifs ne communiquent entre eux par le sommet lors du dépôt des couches minces 

magnétiques.  

Nous avons donc décidé de faire des tests similaires avec une nouvelle couche de la résine LOR10A, 

plus fine pour diminuer les temps de gravure. Pour cela, nous avons changé les paramètres 

d͛ĠtaleŵeŶt eŶ augŵeŶtaŶt la ǀitesse de ƌotatioŶ et l͛aĐĐĠlĠƌatioŶ. La suite des Ġtapes 
technologiques a ensuite été réalisée comme pour les tests précédents sauf le temps de gravure du 

LOR où nous avons gravé pendant  20 et 40 secondes avant de lancer les dépôts magnétiques. La 
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Figure 52 ci-dessous ŵoŶtƌe paƌ des photos MEB l͛aspeĐt des paƌtiĐules SAF fiǆĠes suƌ du PMMA juste 
avant de les libérer en solution et en microscopie optique leur comportement en solution. 

                                                                 

 

Figure 52: Observation des particules SAF à (A) 20 s de gravure dans le MF26A et (B) 40 s. (C) Photo prise en 

microscopie optique de ces particules libérées dans de l’aĐĠtoŶe. 

Nous aǀoŶs oďseƌǀĠ suƌ Đette iŵage Ƌue le fait de diŵiŶueƌ l͛Ġpaisseuƌ de la ĐouĐhe LO‘ϭϬA ƌĠduisait 
ŵais Ŷ͛ĠliŵiŶait pas le dĠpôt suƌ les flaŶĐs des ŵotifs, le lift-off fiŶal daŶs de l͛aĐĠtoŶe pouƌ liďĠƌeƌ les 
particules montre que les partiĐules Ŷe soŶt pas ŵoŶodispeƌses ŵais s͛aggloŵğƌeŶt eŶ petits agƌĠgats. 

Eventuellement un nouveau masque avec des motifs de particules plus petits espacés du même pas, 

ou des particules identiques plus espacées, permettant un temps de développement plus long, 

pourrait être conçu pour éviter ce problème, mais le procédé resterait long à développer.  

En conclusion, le procédé de la tri-ĐouĐhe de ƌĠsiŶe peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ la ƌugositĠ Ƌui appaƌait loƌs du 
précédent procédé de fabrication. Mais les défauts de formes obtenues à la fin du procédé (dépôt 

oďliƋue suƌŵoŶtaŶt les paƌtiĐulesͿ ĐauseŶt l͛agƌĠgatioŶ des paƌtiĐules paƌ les iŶteƌaĐtioŶs ŵagŶĠto-

statiƋues ĐausĠes paƌ Đes ďoƌduƌes où le Đouplage Ŷ͛est pas de Ŷatuƌe aŶtifeƌƌoŵagŶĠtiƋue. 

 

B. Procédé de fabrication des particules SAF par gravure ionique 

(IBE) 
 

Pouƌ s͛affƌaŶĐhiƌ du pƌoďlğŵe de ƌugositĠ ĐƌĠĠ paƌ la ďi-couche de résine, nous avons 

développé un procédé qui consiste à obtenir des particules magnétiques en utilisant la gravure 

paƌ faisĐeau d͛ioŶs foĐalisĠs (IBE, Ion Beam Etching) en gravant des motifs de particules dans 

une couche de matériau magnétique. Après avoir étalé la couche de résine sacrificielle de 

PMMA sur du silicium, nous déposons la multicouche magnétique en pleine tranche par 

pulvérisation cathodiƋue suƌ l͛eŶseŵďle de la plaƋue. EŶsuite, afiŶ de tƌaŶsfĠƌeƌ les ŵotifs des 
particules sur la couche de matériau magnétique, nous protégeons une partie de ce matériau 

par le masque de gravure en résine photosensible. Cette résine une fois développée révèle les 

motifs (pattern) qui protègent les surfaces ne devant pas être gravées. 

Pour réaliser le masque de gravure à la surface du matériau SAF, nous effectuons une 

photolithographie en UV en utilisant la résine positive UV5 et le masque en chrome portant 
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les motifs des particules. Le développement révèle des plots de résine de dimensions latérales 

1µm*1µm identiques aux dimensions des particules. 

La ƌĠsiŶe UVϱ est idĠale pouƌ la gƌaǀuƌe paƌ IBE Đaƌ elle peƌŵet d͛oďteŶiƌ des ŵotifs de ƌĠsiŶe 
épais (environ ϭµŵ d͛ĠpaisseuƌͿ apƌğs la photolithogƌaphie. Il est iŵpoƌtaŶt de saǀoiƌ Ƌue les 
ions de la couche SAF arrachés après le bombardement se redéposent ensuite sur au pied des 

flaŶĐs de Đes plots de ƌĠsiŶe. Si Đes deƌŶieƌs soŶt peu Ġpais, il ƌisƋueƌait d͛Ǉ aǀoir une continuité 

entre le matériau à graver, les espèces gravées redéposées et le masque de gravure qui 

rendrait impossible le lift-off. 

Apƌğs Đette Ġtape de ŵasƋuage paƌ lithogƌaphie, il est possiďle de pƌoĐĠdeƌ à l͛Ġtape de gƌaǀuƌe paƌ 
IBE pour éliminer toutes les zones non protégées par les plots de résine. Lors de cette gravure, les ions 

d͛uŶ faisĐeau d͛ioŶs d͛aƌgoŶ foƌteŵeŶt ĠŶeƌgĠtiƋues eŶtƌeŶt aloƌs eŶ ĐollisioŶ aǀeĐ les atoŵes des 
couches du SAF pour les arracher de celles-ci.  

 

 

 

Figure 53. Schéma illustrant les étapes du procédé de réalisation des particules SAF par gravure ionique. Image 

MEB du masque de gravure à base de plots de résine UV5 après photolithographie UV. 

                                   

 Développement du procédé et résultats  
Nous aǀoŶs ĐoŵŵeŶĐĠ le dĠǀeloppeŵeŶt suƌ des plaƋues ϮϬϬŵŵ jusƋu͛à l͛Ġtape de 
photolithographie pour la réalisation du masque de gravure, montré sur la Figure 53. Les 

plaques ont ensuite été coupées en morceaux de tailles plus petites pour pouvoir tester 

plusieurs procédés (process) en fonction des résultats obtenus. Nous avons fait varier 

différents paramètres notamment temps de gravure du SAF, de la puissaŶĐe ‘F et de l͛aŶgle 
de gƌaǀuƌe pouƌ ŵiŶiŵiseƌ les ƌedĠpôts pƌoǀoƋuĠs paƌ l͛ IBE. UŶe Ġtude de pƌoĐĠdĠ a dû 
ĠgaleŵeŶt ġtƌe ŵeŶĠe pouƌ l͛ĠliŵiŶatioŶ du ŵasƋue de gƌaǀuƌe et pouƌ le lift-off final. 

L͛IBE est dotĠ d'uŶ sǇstğŵe iŶtĠgƌĠ de speĐtƌométrie de masses des ions secondaires (SIMS) 

permettant la détection des espèces gravées et le suivi de la gravure en temps réel de 

l͛eŵpileŵeŶt ŵagŶĠtiƋue Ta3nm [NiFe10nmRu0.7nm]11NiFe10nmTa3nm . Nous arrêtons la gravure 

apƌğs la dĠteĐtioŶ de tous les ĠlĠŵeŶts jusƋu͛à Đe Ƌue la pƌeŵiğƌe ĐouĐhe d͛aĐĐƌoĐhe du Ta 
ne soit plus détectée par le SIMS, un graphique du suivi de la gravure ionique par SIMS est 

montré sur la Figure 54. 
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Figure 54. Graphe illustrant le suivi en temps réel des espèces gravées par le SIMS (Secondary ions mass spectroscopy) 

 

Lors de la gravure par IBE, nous devons définir au préalable des paramètres tels que la pression 

de l͛aƌgoŶ, Ŷous la ŵaiŶtieŶdƌoŶs fiǆĠe à uŶe ǀaleuƌ supposĠe optiŵale pƌĠĐoŶisĠe paƌ les 
spĠĐialistes de l͛ĠƋuipeŵeŶt Ƌui est de Ϯ*ϭϬ-4  Toƌƌ. UŶe ƌotatioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ est aussi 
conseillée pour une meilleur homogénéité de la gravure sur le substrat, nous avons décidé de 

la garder fixe à 10 tours/minutes. Les paramètres que nous avons modifiés et ajustés lors du 

développement de ce procédé de fabrication sont la puissance RF du plasma, la position de 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ ƌappoƌt au faisĐeau d͛ioŶs et le teŵps de gƌaǀuƌe. 

Test 1 : pour le premier test, nous avons utilisé les paramètres suivants 

 Puissance RF : 500W. 

 Position de l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ ƌappoƌt au faisĐeau d͛ioŶs : -35° 

 Temps de gravure : 20 minutes 

 

L͛oďseƌǀatioŶ au MEB de l͛ĠĐhaŶtilloŶ gƌaǀĠ ŵoŶtƌe, suƌ la Figure 55, que le temps de gravure 

Ġtait tƌop loŶg et Ƌue la puissaŶĐe utilisĠe Ġtait tƌop ĠleǀĠe à uŶ tel poiŶt Ƌue le faisĐeau d͛ioŶs 
a ƌeĐuit la ƌĠsiŶe saĐƌifiĐielle PMMA Ƌui s͛est dĠĐollĠe du suďstrat dans certaines zones (voir 

figure 11 (A-BͿͿ. NĠaŶŵoiŶs, la gƌaǀuƌe Ŷ͛a pas ĠliŵiŶĠ le ŵasƋue de gƌaǀuƌe et Ŷous aǀoŶs 
ďieŶ ƌepƌoduit les diŵeŶsioŶs du ŵasƋue daŶs le SAF pouƌ l͛oďteŶtioŶ des paƌtiĐules ;ǀoiƌ 
figure 11 (C) illustrant une zone non décollée).  
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Figure 55.  Film de PMMA avec des particules magnétiques et des plots de résine détachés du silicium après la 

gravure IBE du test 1. (A-B)  )oŶes paƌtielleŵeŶt dĠĐollĠes suite au ƌeĐuit du PMMA paƌ le faisĐeau d’ioŶs. ;CͿ 
Observation des particules magnétiques formées sous le masque de résine.                     

Nous avons essayé le lift-off de cet échantillon pour tester la dissolution des résines à la fois 

PMMA et UVϱ daŶs uŶ ďaiŶ d͛aĐĠtoŶe, puis daŶs du « remover », (solvant agressif supposé 

dissoudƌe toutes les ƌĠsiŶesͿ, les deuǆ essais peŶdaŶt uŶe heuƌe. L͛oďseƌǀatioŶ au MEB 
ŵoŶtƌe Ƌue les polǇŵğƌes ƌeĐuits paƌ la puissaŶĐe du faisĐeau d͛ions ne partent pas (ou très 

mal) au stripping (ou lift-off), les particules restant fixées sur le substrat. 

Test 2 : pour ce test nous avons réduit la puissance du faisceau à 250W (puissance plus 

adaptée aux résines organiques), tous les autres paramètres sont restés inchangés. 

L͛oďseƌǀatioŶ au MEB a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ aǀait pas d͛effet de ƌeĐuit de la ƌĠsiŶe PMMA Ŷi de 
dĠĐolleŵeŶt du suďstƌat. Mais les paƌtiĐules s͛ĠtaieŶt dĠplaĐĠes, pƌoďaďleŵeŶt du fait de la 
rétractation du film de PMMA suite aux contraintes intrinsèques (voir figure 24). 
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Figure 56. PaƌtiĐules ƌĠalisĠes suƌ du PMMA Ϯ% apƌğs l’Ġtape de gƌaǀuƌe paƌ IBE du TestϮ. 

Nous avons ensuite effectué le lift-off pour la mise en solution des particules. Pour cela, 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ a ĠtĠ iŵŵeƌgĠ daŶs uŶ ďaiŶ de ƌeŵoǀeƌ assistĠ d͛ultƌasoŶs. Nous aǀoŶs oďseƌǀĠ 
le ƌĠsultat eŶ deuǆ teŵps;  Tout d͛aďoƌd Ŷous aǀoŶs oďseƌǀĠ au MEB le ǁafer après le lift-off 

pouƌ Ŷous assuƌeƌ Ƌue le stƌippiŶg s͛est ďieŶ dĠƌoulĠ et Ƌu͛il Ŷe ƌestait pas de paƌtiĐules fiǆĠes 
sur le wafer (voir Figure 57 A).  Ensuite nous avons récupéré le bain de remover où a été 

effectué le lift-off pouƌ oďseƌǀeƌ l͛aspeĐt des paƌtiĐules. L͛oďseƌǀatioŶ ŵoŶtƌe Ƌue la ƌĠsiŶe 
sacrificielle (PMMA) se dissout au remover mais pas la résine servant au masque de gravure 

(UV5). Les particules se détachent du substrat mais restent collées aux plots de résine UV5 

(voir Figure 57B). 

   

Figure 57. Observation au MEB après gravure IBE du test2, et après le stripping de la résine PMMA2% dans un 

bain de remover chauffé + ultrasons pour le lift-off de mise en solution des particules (A) du wafer de silicium 

apƌğs le pƌoĐĠdĠ  ;BͿ des paƌtiĐules liďĠƌĠes et ƌedĠposĠes paƌ ĠǀapoƌatioŶ d’uŶe goutte de solutioŶ suƌ uŶ 
wafer nu. 

Test 3 : L͛oďjeĐtif  est iĐi d͛ĠliŵiŶeƌ les ŵotifs de ƌĠsiŶe UVϱ ƌestaŶt attaĐhĠs auǆ paƌtiĐules 
après la gravure du test 2 par une insolation. La résine UV5 étant une résine positive, 

l͛iŶsolatioŶ deǀƌait Đasseƌ les liaisoŶs de polǇŵĠƌisatioŶ de la ƌĠsiŶe, et les zoŶes eǆposĠes à 
la lumière DUV devenir solubles dans le développeur. Nous avons réalisé la même gravure que 

Đelle du test Ϯ, eŶsuite Ŷous aǀoŶs iŶsolĠ l͛ĠĐhaŶtilloŶ à la luŵiğƌe UV afiŶ de fƌagiliseƌ les 
liaisons les plots de résines UV5 au-dessus des paƌtiĐules.  L͛ĠĐhaŶtilloŶ est ploŶgĠ eŶsuite 
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dans un bain de développeur (AZ300MIF), mais le résultat Ŷ͛est pas pƌoďaŶt. EŶ effet, le 
ŵasƋue de ƌĠsiŶe UVϱ Ŷe s͛est pas dissout au dĠǀeloppeuƌ apƌğs Đette iŶsolatioŶ ;ǀoiƌ Figure 

58)  

                                    

Figure 58. Le test de dissolutioŶ des plots UVϱ paƌ du dĠǀeloppeuƌ Ŷ’a pas foŶĐtioŶŶĠ, la ƌĠsiŶe UVϱ ƌeste iŶtaĐte, ĐollĠe aux 

particules magnétiques. 

 

Test 4 : Elimination du masque de gravure UV5 par un plasma d’oxygène  

 L͛oďjeĐtif  est iĐi d͛ĠliŵiŶeƌ les ŵotifs de ƌĠsiŶe UVϱ ƌestaŶt attaĐhĠs auǆ paƌtiĐules apƌğs la 
gravure du test 2 par un plasma oxygène. Les plasmas O2 sont couramment utilisés pour 

ĠliŵiŶeƌ les tƌaĐes de ĐoŶtaŵiŶaŶts oƌgaŶiƋues à la suƌfaĐe de suďstƌats. L͛oǆǇdatioŶ plasŵa 
conduit à la dissociation de ces espèces et à la désorption de composés volatils (CO, CO2, H2O 

…Ϳ Ƌui seƌoŶt ĠliŵiŶĠs paƌ les sǇstğŵes de pompage du réacteur. Nous avons donc utilisé cette 

propriété pour éliminer les résidus du masque de résine UV5. Pour cette application, la vitesse 

de gravure de la résine dépend des paramètres du programme utilisé (débit en oxygène, 

pression de travail, polarisation du substrat). Cette étape est assez critique et doit être 

optiŵisĠe afiŶ d͛Ġǀiteƌ tout eŶdoŵŵageŵeŶt de la ƌĠsiŶe saĐƌifiĐielle PMMA eŶ dessous des 
particules et qui permet de les maintenir fixées au wafer de silicium.  

Nous avons essayé des temps de plasma oxygène de 1minute, 1minute 30s et 2 minutes,  nous 

Ŷ͛aǀoŶs pas oďseƌǀĠ de diffĠƌeŶĐes sigŶifiĐatiǀes suƌ les ƌĠsiŶes aǀeĐ Đes teŵps de gƌaǀuƌe. 
L͛oďseƌǀatioŶ au MEB ŵoŶtƌe Ƌue les plots du ŵasƋue de ƌĠsiŶe s͛ĠliŵiŶeŶt ďieŶ au plasŵa 
d͛oxygène mais il apparait que la gravure par IBE génère des redépôts de matériau SAF sur 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ : les ĐoŵposaŶts ŵĠtalliƋues gƌaǀĠs s͛ĠtaieŶt ƌeĐoŵďiŶĠs aǀeĐ les ďoƌds de la 
résine qui sert de masque, et ces bords métalliques ne partent pas au plasma d͛oǆǇgğŶe, 
comme le montre la Figure 59. Nous aǀoŶs aussi ƌeŵaƌƋuĠ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe iŶhoŵogĠŶĠitĠ 
des ŵotifs suƌ la plaƋue. EŶ effet à la fiŶ d͛uŶ ŵġŵe pƌoĐĠdĠ, Ŷous oďseƌǀoŶs des paƌtiĐules 
aǀeĐ Đe ƌedĠpôt de ŵĠtal et d͛autƌes sans (Figure 15 (B-C). 
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Figure 59. PaƌtiĐules apƌğs uŶ plasŵa d’O2 (a) durant 1min (b et c) 1min30 (d)après lift-off. Le plasma O2 a bien 

éliminé la résine UV5 des particules SAF, mais a mis en évidence la présence du redépôt métallique de SAF sans 

l’ĠliŵiŶeƌ. 

AfiŶ de ŵiŶiŵiseƌ le ƌedĠpôt des ŵĠtauǆ autouƌ de la ƌĠsiŶe, Ŷous aǀoŶs fait ǀaƌieƌ l͛aŶgle de 
gravure IBE avec les valeurs -45°, -50°, -60° et -70° (-90° correspondrait au plan de 

l͛ĠĐhaŶtilloŶͿ.  EŶ thĠoƌie, plus l͛aŶgle est ƌasaŶt, ŵoiŶs le ƌedĠpôt est iŵpoƌtaŶt ŵais le teŵps 
de gravure doit être allongé. Nos essais, illustrés par les figures 28 et 29, ont montré que de -

45° à -60°, les redépôts ne sont pas éliminés. 

 

Figure 60 : Observation au MEB des  particules après le procédé de gravure IBE avec un angle de - 45°, suivi du 

plasŵa d’oǆǇgğŶe ;AͿ  paƌtiĐules fiǆĠes suƌ le suďstƌat et ;BͿ apƌğs le lift-off. Les redépôts restent présents. (C) 

procédé de gravure IBE avec un angle de - ϲϬ°, suiǀi du plasŵa d’oǆǇgğŶe, paƌtiĐules fiǆĠes suƌ le suďstƌat 
Présence de redépôts et lift-off impossible suite au temps de gravure IBE ayant durci le PMMA. 

Non seulement la gravure à -60° ne réduit pas vraiment le redépôt, mais le temps de gravure 

long (45 minutes) a rendu impossible le lift-off  (même après 72h passé dans du remover). 

Pouƌ s͛assuƌeƌ de l͛iŶflueŶĐe de l͛aŶgle de gƌaǀuƌe suƌ le ƌedĠpôt, Ŷous pouƌsuiǀoŶs Ŷotƌe 
caractérisation de la gravure IBE avec un test à -ϳϬ°. L͛oďseƌǀatioŶ a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ a plus ou 
très peu de redépôt, comme prévu. Les particules sont parfaitement définies. Par contre du 

fait de la loŶgueuƌ du teŵps de gƌaǀuƌe, la ƌĠsiŶe PMMA saĐƌifiĐielle a duƌĐi, et Ŷe s͛ĠliŵiŶe 
pas lors du lift-off, ni même au plasma O2. La résine PMMA durcie et donne lieu à des 
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dĠfoƌŵatioŶs sous le faisĐeau d͛ĠleĐtƌoŶ loƌs de l͛oďseƌǀatioŶ au MEB d͛où la distoƌsioŶ 
observée sur la figure 17. 

 

 Figure 61. Réseau de particules après une gravure à un angle de -70°,  la résine PMMA ayant durci lors de la 

gravure 

Test 5 : Elimination des redépôts par action mécanique 

 L͛oďjeĐtif  est d͛ĠliŵiŶeƌ les ƌedĠpôts ŵĠtalliƋues suƌŵoŶtaŶt les paƌtiĐules apƌğs l͛Ġtape 
d͛ĠliŵiŶatioŶ des plots du ŵasƋue de ƌĠsiŶe paƌ le plasŵa d͛oǆǇgğŶe, paƌ aĐtioŶ ŵĠĐaŶiƋue. 
EŶ effet, le ƌedĠpôt d͛espğĐes gƌaǀĠes suƌŵoŶtaŶt les paƌtiĐules seŵďle assez fiŶ pour être 

enlevé mécaniquement. Nous avons donc essayé de passer délicatement un coton tige sur la 

suƌfaĐe du ǁafeƌ pouƌ Đasseƌ les ƌedĠpots ŵĠtalliƋues et les ĠliŵiŶeƌ paƌ uŶ ƌiŶçage à l͛eau 
dĠsioŶisĠe. L͛ĠliŵiŶatioŶ des dĠďƌis est iŵpoƌtaŶte Đaƌ si Đes deƌniers se retrouvent dans la 

solution du lift-off des paƌtiĐules, il Ǉ auƌa aggloŵĠƌatioŶ de l͛eŶseŵďle paƌtiĐules/dĠďƌis. Le 
ƌĠsultat ŵoŶtƌe Ƌue les ƌedĠpôts soŶt fƌagilisĠs paƌ le ĐotoŶ tige ;figuƌe ϭϴ aͿ, ŵais Ƌu͛uŶe 
grande partie des particules ont été détachées par son passage (figure 18 (b)),, aussi délicat 

soit-il. Le ƌiŶçage peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ uŶe gƌaŶde paƌtie des dĠďƌis, ŵais pas ĐoŵplğteŵeŶt  
(figure 18 (c)). 
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Figure 62. Iŵage MEB d’uŶ ǁafeƌ de paƌtiĐules gƌaǀĠes paƌ IBE suiǀie du plasŵa oǆǇgğŶe,  aǀeĐ passage d’uŶ ĐotoŶ tige 
pouƌ l’ĠliŵiŶatioŶ des ƌedĠpôts ŵĠtalliƋues  ;aͿ aǀaŶt le ƌiŶçage ;ďͿ oďseƌǀatioŶ de paƌtiĐules dĠtaĐhĠes ;ĐͿ apƌğs le ƌiŶçage, 

des débris restent présents. 

Cette méthode, peu fiable et reproductible, a dû être abandonnée. 

Test 6 : Elimination des redépôts par un bombardement ionique horizontal 

Toujouƌs daŶs la peƌspeĐtiǀe d͛ĠliŵiŶeƌ les ŵuƌets de ƌedĠpôts ŵĠtalliƋues, Ŷous aǀoŶs 
ƌĠiŶtƌoduit l͛ĠĐhaŶtilloŶ daŶs la ŵaĐhiŶe de gƌaǀuƌe IBE apƌğs l͛Ġtape du plasŵa O2, pour 

ƌĠaliseƌ uŶe gƌaǀuƌe hoƌizoŶtale ƌasaŶte daŶs le ďut d͛ĠliŵiŶeƌ les ƌedĠpôts : une première 

étape de gravure à -ϯϱ°, suiǀie d͛uŶ plasŵa OϮ, et uŶe seĐoŶde gƌaǀuƌe à -5°. Mais le résultat 

Ŷ͛Ġtait pas Đelui esĐoŵptĠ Đaƌ le faisĐeau d͛Aƌ a dĠfoƌŵĠ les ŵotifs des paƌtiĐule saŶs uŶe 
réelle amélioration sur le redépôt comme montré sur la figure 32 ci-dessous. 

                                            

Figure 63. Particules après les étapes : gravure IBE à -35° ; plasma O2 ; et gravure IBE à  -5°. 

a b 

c 
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Face à la longueur et la complexité du procédé, et à la non reproductibilité des résultats de 

gƌaǀuƌe paƌ la ŵaĐhiŶe, Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ d͛aƌƌġteƌ le dĠǀeloppeŵeŶt du pƌoĐĠdĠ de 
synthèse des particules par graǀuƌe ioŶiƋue, et d͛essaǇeƌ uŶe autƌe appƌoĐhe pouƌ l͛oďteŶtioŶ 
des particules SAF. 
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Annexe 2. Etude des rugosités de surfaces liées à 

l’agglomération des particules SAF 
 

Les mesures par AFM des rugosités des différents substrats ont été réalisées suite à 

l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules SAF liďĠƌĠes eŶ solutioŶ. Coŵŵe eǆpliƋuĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt daŶs 

le premier chapitre, le couplage RKKY oscille entre le couplage antiferromagnétique et le 

Đouplage feƌƌoŵagŶĠtiƋue eŶ foŶĐtioŶ de l͛Ġpaisseuƌ du ŵatĠƌiau espaĐeuƌ. Suƌ uŶe suƌfaĐe 

rugueuse, les irrégularités géométriques influence la croissance des matériaux et le couplage 

RKKY entre les couches ferromagnétiques déposées par-dessus est partagé entre les états 

antiferromagnétique-ferromagnétique. Dans cette partie sont expliquées les études réalisées 

sur la rugosité de la surface sur laquelle sont déposés les matériaux magnétique à divers 

stades du procédé technologique de fabrication.  

Pour obtenir des particules SAF dispersées en solution, la présence de points 

ferromagnétiques est rédhibitoire, en effet, les interactions magnétostatiques engendrées 

entre les paƌtiĐules ŵagŶĠtiƋues eŶtƌaiŶeŶt l͛aggloŵĠƌatioŶ des paƌtiĐules eŶ suspeŶsioŶ 

dans une solution.  

L͛Ġtude a ĠtĠ ƌĠalisĠe pouƌ le pƌoĐĠdĠ de faďƌiĐatioŶ paƌ ďi-couche de résine, ce procédé est 

celui qui a été développé au laboratoire auparavant et utilisé avec succès pour la fabrication 

des particules SAF. 

Pouƌ aǀoiƌ des iŶfoƌŵatioŶs suƌ l͛Ġtat de suƌfaĐe suƌ leƋuel est dĠposĠ l͛eŵpileŵeŶt de 

matériaux magnétiques constituant le SAF, nous avons structuré une résine avec le procédé 

servant à obtenir les motifs en forme de trous, servant de moules pour les particules 

ŵagŶĠtiƋues. Nous aǀoŶs eŶsuite ŵesuƌĠ à l͛AFM la ƌugositĠ de la suƌfaĐe du foŶd des tƌous, 

les résultats sont montrés sur la figure 1 ci-dessous. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Couplage_RKKY
http://fr.wikipedia.org/wiki/Couplage_RKKY
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Figure 64. Mesuƌe de la ƌugositĠ de la suƌfaĐe au foŶd des ŵotifs à l͛AFM ƌĠalisĠs daŶs la ƌĠsiŶe apƌğs 
la lithogƌaphie optiƋue. A/ iƌƌĠgulaƌitĠ de suƌfaĐe oďseƌǀĠe apƌğs l͛aŶalǇse d͛uŶe seĐtioŶ d͛uŶ ŵotif. 
B/mesure de la rugosité au fond du motif.  

Les ŵesuƌes AFM ĐoŶfiƌŵeŶt Ŷotƌe hǇpothğse ĐoŶĐeƌŶaŶt la pƌĠseŶĐe d͛uŶe ƌugositĠ au foŶd 

des ŵotifs daŶs la ƌĠsiŶe stƌuĐtuƌĠe, plusieuƌs faĐteuƌs soŶt susĐeptiďles d͛ġtƌe à l͛oƌigiŶe de 

la ƌugositĠ ŵesuƌĠe. AfiŶ d͛Ġtudieƌ  l͛oƌigiŶe de Đette ƌugositĠ, Nous aǀoŶs effeĐtuĠ des 

mesures AFM ponctuelles à chaque étape du procédé, les expériences et mesures sont 

expliquées ci-dessous. 

 Temps de lavage post-développement à l’eau DI 

La première raison qui nous paraissait être la cause de la rugosité de surface au fond des 

ŵotifs Ġtait le teŵps de laǀage à l͛eau dĠsioŶisĠe ;eau DIͿ suiǀaŶt le dĠǀeloppeŵeŶt. UŶ teŵps 

de laǀage tƌop Đouƌt ;ϭŵiŶϯϬͿ Ŷe suffiƌait pas pouƌ l͛ĠliŵiŶatioŶ des ƌĠsidus de 

photolithographie et du développement au fond des motifs, donc nous avons décidé de 

ŵodifieƌ l͛Ġtape de laǀage, les ƌĠsultats soŶt ŵoŶtƌĠ suƌ la taďle ϭ Đi-dessous : 

 

 

 

 

 

RMS= 9.3 nm 

Epaisseur déposée sur les aspérités 

plus faiďle Ƌue l͛Ġpaisseuƌ de 
consigne 
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Temps de lavage Rugosité mesurée à l’AFM 
(RMS) 

Lavage dans eau DI 4min 2.67 nm  

Lavage dans eau DI 5min 2.8 nm  

Lavage dans eau DI 5min +  
Bain d’eau DI assisté d’ultrasons 

3.13 nm  

 

Tableau 1. Influence du temps de lavage post-dĠǀeloppeŵeŶt ;apƌğs l͛iŶsolatioŶ de la ƌĠsiŶe 
MAN2403) sur la rugosité de surface de la PMMA au niveau des motifs. 

Les temps de lavage après le développement de la résine insolée ne semblent pas influencer 

l͛Ġtat de ƌugositĠ de suƌfaĐe ŵesuƌĠe au foŶd des ŵotifs, Ŷous aǀoŶs doŶĐ dĠĐidĠ d͛eǆploƌeƌ 

d͛autƌes ǀoies. 

 Influence du développeur 

En second lieu, nous avons essayé de changer le développeur utilisé révéler les motifs 

d͛iŶsolatioŶ, aiŶsi Ŷous aǀoŶs testĠ tƌois dĠǀeloppeuƌs ďasiƋues diffĠƌeŶts : MADD525, 

AZ326MIF et MF26. Ces développeurs sont tous de nature basique, mais diffèrent par leur 

composition chimique. La mesure de la rugosité au fond des motifs pour chaque développeur 

utilisé est montré sur le tableau ci-dessous 

Développeur de la résine MAN Rugosité mesurée à l’AFM (RMS) 
MADD525 6.07 nm  

AZ DEVELOPER  3.76 nm  

MF26 2.8 nm  

 

Tableau 2. Influence des développeurs utilisés pour la révélation des motifs de la photolithographie. 

Ces ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛il eǆiste uŶe lĠgğƌe diffĠƌeŶĐe eŶtƌe les ƌugositĠ de suƌfaĐe 

mesurées en utilisant des développeurs différents, les résultats de ce tableau sont montrés à 

titƌe iŶdiĐatif ŵais Ŷ͛Ġtait pas ƌepƌoduĐtiďles au fuƌ et à ŵesuƌe des eǆpĠƌieŶĐes. EŶ effet, la 

rugosité de surface oscillait toujours entre 2 nm et 8 nm sans distinction pour ces trois 

développeurs. 

 Influence de la couche de PMMA 

Nous aǀoŶs ŵesuƌĠ à l͛AFM la ƌugositĠ de suƌfaĐe de la ĐouĐhe de ƌĠsiŶe PMMA, ƌĠsiŶe suƌ 

laƋuelle la ŵultiĐouĐhe ŵagŶĠtiƋue est dĠposĠe. Nous aǀoŶs ƌĠalisĠ l͛ĠĐhaŶtilloŶ eŶ gaƌdaŶt 

les mêmes conditions d͛ĠtaleŵeŶt et de ƌeĐuit Ƌue Đelles utilisĠes pouƌ le pƌoĐĠdĠ 

d͛ĠlaďoƌatioŶ des paƌtiĐules SAF. 
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La mesure par AFM a montré que la rugosité mesurée est faible (0.3 nm) et il serait peu 

probable que ces valeurs interfèrent avec le couplage antiferromagnétique dans la 

ŵultiĐouĐhe. La ƌĠsiŶe PMMA, ĠtalĠe et ƌeĐuite, Ŷ͛aǇaŶt Ƌu͛uŶe tƌğs faiďle ƌugositĠ, Ŷous Ŷous 

soŵŵes iŶtĠƌessĠs à l͛iŶflueŶĐe des diffĠƌeŶts solǀaŶts et dĠǀeloppeuƌs utilisĠs loƌs du 

procédé sur cette résine.  

Pour cette étude, nous avons plongé un wafer recouvert de PMMA dans des bains de 

différents développeurs utilisés pour la dissolution de la résine MAN2403 ; ces développeurs 

soŶt MADDϱϮϱD, MFϮϲ et A)ϯϮϲMIF. Nous aǀoŶs eŶsuite ƌiŶĐĠ l͛ĠĐhaŶtilloŶ et ŵesuƌĠ sa 

rugosité de surface, les résultats sont résumés ci-dessous sur le tableau 3. 

 

 

Influence des développeurs Rugosité mesurée à l’AFM (RMS) 
PMMA seul 0.29 nm  

PMMA + MANDD525 0.33 nm  

PMMA + AZ 326MIF 0.37 nm  

 

Tableau 3: effet des développeurs de la résine MAN2403 sur la résine sacrificielle PMMA. 

Le contact de la PMMA avec les développeurs ne modifie pas de manière significative la 

rugosité de celle-Đi. UŶe autƌe hǇpothğse à ǀĠƌifieƌ est l͛effet de l͛iŶsolatioŶ de la ƌĠsiŶe 

MAN2403 sur la couche PMMA se trouvant en dessous.  

 

 Influence de l’insolation de la résine MAN2403 sur la rugosité de la résine sacrificielle 

PMMA 

Nous avons réalisé un échantillon selon le procédé de photolithographie expliqué dans le 

chapitre 2 /procédé de fabrication des particules SAF. La résine sacrificielle PMMA a été étalée 

sur un substrat en silicium, après un recuit, la seconde résine négative MAN2403 a été étalée 

suƌ Đe ŵġŵe ĠĐhaŶtilloŶ et suiǀie d͛uŶ ƌeĐuit. L͛ĠĐhaŶtilloŶ a ĠtĠ iŶsolĠ eŶ utilisaŶt le ŵasƋue 

des paƌtiĐules. AfiŶ d͛oďseƌǀeƌ l͛Ġtat de suƌfaĐe de la sous ĐouĐhe de PMMA apƌğs Đes Ġtapes 

technologiques, nous avons dissout la résine MAN2403 dans un bain prolongé du développeur 

adĠƋuat et ŵesuƌĠ la ƌugositĠ du PMMA à l͛AFM, les ƌĠsultats soŶt ŵoŶtƌĠs  suƌ la Figure 65 

ci-dessous.  
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Figure 65. Schéma explicatif de la procédure expérimentale pour la mesure de la rugosité de la résine 

PMMA apƌğs l͛ĠtaleŵeŶt, l͛iŶsolatioŶ et le ƌetƌait de la ƌĠsiŶe MANϮϰϬϯ. 

 

Le résultat ci-dessus ŵoŶtƌe ĐlaiƌeŵeŶt Ƌue l͛iŶsolatioŶ de la ƌĠsiŶe MAN dĠtĠƌioƌe l͛Ġtat de 

suƌfaĐe de la ĐouĐhe de PMMA se tƌouǀaŶt eŶ dessous, aloƌs Ƌue l͛oŶ s͛atteŶdait à ƌetƌouǀeƌ 

uŶ suƌfaĐe de PMMA plaŶe, il appaƌait uŶ eŵpƌeiŶte des ŵotifs d͛iŶsolatioŶ daŶs la MAN, 

transférés à la sous couche de PMMA. Pour vérifier si la formation de cette rugosité est due 

auǆ ƌaǇoŶs de l͛ultƌaǀiolet loiŶtaiŶ utilisĠs pouƌ l͛iŶsolatioŶ ou au ĐoŶtaĐt des deuǆ ƌĠsiŶes, 

Ŷous aǀoŶs ŵesuƌĠ la ƌugositĠ de la PMMA juste apƌğs l͛ĠtaleŵeŶt de la seconde résine, sans 

lithogƌaphie, l͛eǆpĠƌieŶĐe est eǆpliƋuĠe daŶs le paƌagƌaphe Ƌui suit. 

 

 Influence des composants de la MAN24.03 sur la résine sacrificielle PMMA 

 

Nous avons réalisé un échantillon de la manière suivante ; la résine sacrificielle PMMA a été 

étalée sur un substrat en silicium, après un recuit, la seconde résine négative MAN2403 a été 

ĠtalĠe suƌ Đe ŵġŵe ĠĐhaŶtilloŶ et suiǀie d͛uŶ ƌeĐuit. AfiŶ d͛Ġtudieƌ l͛iŶflueŶĐe de Đette 

deuxième résine sur la rugosité de la PMMA, nous avons dissout la MAN2403 avec un 

dĠǀeloppeuƌ adĠƋuat et ŵesuƌĠ la ƌugositĠ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ ĐoŶstituĠ doŶĐ d͛uŶe plaƋue eŶ 

silicium recouverte du PMMA restant. Les résultats sont montrés sur la figure 3 ci-dessous : 
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Figure 66. Schéma explicatif de la procédure expérimentale pour mesurer la rugosité du PMMA après 

avoir été en contact avec la résine MAN2403. mesure de la rugosité de la résine PMMA après 

l͛ĠtaleŵeŶt et le ƌetƌait de la ƌĠsiŶe MANϮϰϬϯ. 

 

La Figure 66 ci-dessus montre clairement une détérioration de la rugosité de la surface de la 

PMMA apƌğs l͛ĠtaleŵeŶt de la ƌĠsiŶe MANϮϰϬϯ, uŶe des ƌaisoŶs poteŶtielles est la pƌĠseŶĐe 

de solvants organiques dans ces résines. Ces solvaŶts ŵaiŶtieŶŶeŶt les ƌĠsiŶes à l͛Ġtat liƋuide 

et soŶt paƌ la suite ĠǀapoƌĠs loƌs de l͛Ġtape du ƌeĐuit. Loƌs de l͛ĠtaleŵeŶt de la MAN ϮϰϬϯ, Đes 

solǀaŶts agiƌaieŶt suƌ la ĐouĐhe de PMMA et ĐƌĠeŶt uŶe foƌte ƌugositĠ à l͛iŶteƌfaĐe. Le 

fournisseur de ces résines a confirmé par la suite un changement dans la composition des 

solǀaŶts oƌgaŶiƋues Ƌui pouƌƌait ġtƌe à l͛oƌigiŶe de l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les deuǆ ƌĠsiŶes. Ce 

paƌaŵğtƌe ĠtaŶt iŶtƌiŶsğƋue à la ƌĠsiŶe, Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ de dĠǀeloppeƌ d͛autƌes pƌoĐĠdĠs 

de fabrication tout en évitant le contact directe entre les deux résines PMMA/MAN2403.  

Pour les autres procédés développés, nous avons réalisé des mesures de rugosité ponctuelles 

des suƌfaĐes deǀaŶt ƌeĐeǀoiƌ l͛eŵpileŵeŶt ŵagŶĠtiƋue, Đes ŵesuƌes oŶt ĠtĠ iŶĐluses avec les 

procédés de fabrication dans la première partie du premier chapitre. 
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Annexe 3. Observations par microscopie à 

fluorescence des cellules soumises au stimulus 

magnéto-mécanique. 

Ce test a ĠtĠ ƌĠalisĠ suƌ uŶe ligŶĠe d͛uŶ ŵĠlaŶoŵe ŵuƌiŶ génétiquement modifié pour 

eǆpƌiŵeƌ l͛aŶhǇdƌase ĐaƌďoŶiƋue huŵaiŶe. La ligŶĠe est appelĠe Bϭϲ hCAϵ. 

Après avoir incubé les cellules avec les microvortex fonctionnalisés, les cellules sont placées 

suƌ l͛agitateuƌ ŵagŶĠtiƋue pouƌ ŵettƌe eŶ osĐillatioŶ les ŵicrovortex et transmettre les 

stimuli magnéto-mécaniques aux cellules. Après 6 heures, les cellules sont lavées deux fois au 

PBS. Nous rajoutons ensuite 1 ml de tampon (binding buffer) et réalisons le marquage avec 5 

µl d͛aŶŶeǆiŶe-FITC et ϭµl d͛IP. 

L͛oďseƌǀation ci-dessous a été réalisée en microscopie à fluorescence, 10 minutes après le 

marquage. 

Figure 1 : Observation du marquage Annexine V/ IP des cellules cancéreuses en apoptose après le 

stimulus magnéto-mécanique. A/ observation des cellules en microscopie optique à transmission. 

B/Observation des cellules en microscopie à fluorescence. Les cellules fluorescentes sont en apoptose. 

A B 


