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Avant-Propos 

 
Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre d’une collaboration entre l’équipe « Health & Biology » du 

laboratoire SPINTEC et le professeur François Berger, actuel directeur du laboratoire BrainTech Lab – 

UMR1205, et fait partie du projet EuroNanoMed2 NanoViber.  

Le projet européen NanoViber, débuté le 1er janvier 2017, a pour sujet : « Translational proof of concept 

of spintronic micro-nanoparticle non thermal vibrational therapy for glioblastomas » et regroupe les 

partenaires suivants : l’unité UMR1205, les laboratoires SYMMES (Systèmes moléculaires et 

nanomatériaux pour l’énergie et la santé) et SPINTEC de l’INAC au CEA, la faculté de pharmacie de 

l’université de Lisbonne au Portugal (FFUL) / iMed.ULisboa, l’institut de recherche et développement 

national pour les métaux rares et non-ferreux de Roumanie – IMNR et l’université de Thessalonique en 

Grèce / LTFN Laboratory. 

Les trois premières années de thèse ont été financées par les budgets de SPINTEC. Les six mois de 

prolongations ont été financés par le laboratoire BrainTech Lab grâce au projet NanoViber. 

Les différentes expériences ont été réalisées au sein de plusieurs laboratoires avec l’aide de multiples 

personnes, listés ci-après : 

- Le laboratoire SPINTEC du CEA/INAC 

Production des particules et caractérisation au Microscope Electronique à Balayage dans les salles 

blanches de la PTA (Plateforme Technologie Amont) avec l’aide de Mélissa Morcrette en tout début de 

thèse et avec l’aide de Caroline Thébault en fin de thèse ; Caractérisation magnétiques (Magnétomètre 

à échantillon vibrant (VSM) et Microscopie à Force Magnétique). Les dépôts de Co/Pt ont été réalisés 

par Stéphane Auffrey. Les observations des sphéroïdes en gel pendant l’application du champ ont été 

réalisées avec Mihai Miron. Les systèmes de mise en rotation des cylindres de Halbach ont été réalisés 

par Eric Billiet. Les acquisitions au MFM sous l’application d’un champ magnétique ont été réalisées 

avec Olivier Fruchart. L’image du vortex magnétique sur une particule de permalloy en forme de disque 

a été réalisée par Hélène Joisten. 

- Le laboratoire UMR1205  

En plus de la formation à l’expérimentation préclinique, mon apprentissage aux techniques de chirurgie 

a été dispensé par Matthieu Dreyfus, qui a aussi participé à la préparation des expériences. Toutes les 

expérimentations in-vivo ont été réalisées en binôme avec Tanguy Chabrol. Les protocoles d’immuno-

histo-chimie ont été mis au point avec l’aide de Céline Le Clec’h. Certains marquages Ki-

67/GFAP/Hoechst ont été réalisés par Harmonie Durand. Intégrée dans Clinatec au début de la thèse, 
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l’unité UMR1205 a évolué pendant ma thèse et est maintenant localisée sur deux sites, l’un à l’université 

de Biologie de Grenoble et l’autre à la faculté de médecine de Grenoble. 

- Clinatec – Centre de recherche biomédicale Edmond J.Safra 

Culture des cellules, Vidéomicroscopie, Comptage au Bleu de Trypan, Préparation des sphéroïdes, Mise 

en gel d’agarose, Application du champ magnétique, Animalerie, Chirurgie stéréotaxique, Imagerie à 

Résonance Magnétique, Coupes au cryostat, Immuno-Histo-Chimie, Microscopie à fond clair, 

Microscopie à fluorescence. Les opérations de change et d’entretien, ainsi que des pesées du week-end 

ont été réalisées par Diane Agay, Clément Perrin et Guillaume Barboux. Ma formation à l’Imagerie à 

Résonance Magnétique a été dispensée par Vincent Auboiroux. 

- Le laboratoire SYMMES du CEA/INAC 

Tests de toxicité et tests sur les cellules SKRC59 dans les salles de culture du SYMMES (anciennement 

SCIB). Les tests de toxicité LDH et WST-1 y ont été réalisés par Caroline Thébault. Ces expériences 

ont été supervisées par Marie Carrière, avec les conseils de David Béal. Fonctionnalisation des particules 

au SYMMES (anciennement SPrAM) sous la supervision de Yanxia Hou-Broutin. 

- Institut des Neurosciences de Grenoble (GIN) 

La préparation des échantillons ainsi que les acquisitions par Microscopie à Transmission Electronique 

(TEM) ont été réalisées au GIN avec Anne Bertrand et Karin Pernet-Gallay. 

- Autre 

Les mesures de potentiel zêta ont été réalisées par Monica Focsan et Dumitrita Olivia Rugina du 

Nanobiophotonics Laboratory en Roumanie. 

Catherine Godfroy, neuropathologiste, a aidé à l’analyse des colorations HE. 
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 Cerveau et cancer 

 

I.1. Généralités sur le cancer 

 

Le cancer est défini comme un ensemble de maladies caractérisées par une prolifération anormale et 

incontrôlée de cellules pouvant envahir d’autres organes de l’organisme. D’après l’organisation 

mondiale de la santé, le cancer est la deuxième cause de décès dans le monde derrière les maladies 

cardiovasculaires, et a fait 8,8 millions de morts en 2015. En France, le nombre de nouveaux cas de 

cancers en 2018 est estimé à 382 000 par l’Institut National du Cancer avec 157 400 décès. Les cancers 

les plus fréquents sont le cancer de la prostate, du sein, du poumon et du côlon-rectum (Defossez et al. 

2019). 

 

I.1.1. Les facteurs de risque 

 

Les causes du cancer sont multiples et peuvent être aggravées par certains facteurs.  

Les facteurs externes sont liés à l’environnement ou au mode de vie et peuvent être éliminés ou limités. 

Une exposition prolongée aux rayonnements ultra-violets (UV) peut, par exemple, être responsable de 

cancers de la peau (Stenehjem et al. 2017). Des virus et bactéries peuvent aussi être la cause de cancers. 

C’est le cas du papillomavirus responsable du cancer du col de l’utérus, du virus de l’hépatite B qui peut 

être relié au cancer du foie ou encore de la bactérie Helicobacter pylori qui peut causer un cancer de 

l’estomac. La pollution industrielle est un facteur aggravant, notamment pour les populations habitant 

au voisinage de certaines industries. Une corrélation possible entre la proximité d’une zone industrielle 

et des cancers de l’enfant, des cancers du poumon et des cancers de l’ovaire, par exemple, a été 

démontrée (Park et al. 2017; C. K. Lin et al. 2017; García-Pérez et al. 2015). L’utilisation de pesticides 

est aussi un facteur de risque. L’exposition aux pesticides pendant l’épandage mais aussi pendant la 

récolte augmente le risque de cancers de la prostate, de la vessie et de la thyroïde, par exemple 

(Lemarchand et al. 2016; Koutros et al. 2016; Zeng et al. 2017). Une corrélation entre une exposition 

domestique aux pesticides et insecticides et les tumeurs du cerveau chez l’enfant a aussi été établie (Van 

Maele-Fabry, Gamet-Payrastre, and Lison 2017) ainsi qu’entre l’exposition aux pesticides pendant la 

période prénatale et l’incidence des cancers de l’enfant (Vinson et al. 2011). Les rayonnements ionisants 

tels que les rayons X sont également déjà bien connus comme facteurs de risque (Smoll et al. 2016). 

L’exposition aux ondes électromagnétiques issues des téléphones mobiles a été considérée par 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme un facteur cancérogène possible après une 



Chapitre 1  I. Cerveau et cancer 

20 

 

utilisation intensive et prolongée (Guha et al. 2011; Morgan et al. 2015) Une étude in-vivo montre 

également une corrélation possible entre l’exposition à des radiations radio-fréquence et l’apparition de 

tumeurs (Wyde et al. 2018). 

 

Concernant le mode de vie, le tabagisme est le premier facteur de risque pour le cancer du poumon (avec 

un risque multiplié par 10 à 15) et du cancer de la vessie, mais augmente aussi la fréquence de nombreux 

autres cancers. L’alcoolisme augmente le risque de cancers buccaux du pharynx, de l’œsophage, de 

larynx et du foie mais aussi du cancer colorectal, du pancréas et du sein. La sédentarité, le manque 

d’activité physique et une mauvais régime alimentaire sont des facteurs aggravants de plusieurs types 

de cancer dont le cancer colorectal et le cancer du sein (Kerr, Anderson, and Lippman 2017). 

Notamment, un régime alimentaire avec un index glycémique élevé (critère basé sur l’augmentation de 

la glycémie) augmente le risque de cancer colorectal alors qu’un régime alimentaire à charge glycémique 

élevée (prenant en compte la quantité de glucides par portion) augmente le risque de cancer du sein et 

de l’endomètre (Sieri and Krogh 2017). 

Des facteurs internes, et donc non modifiables, sont aussi des facteurs de risque comme l’âge et la 

prédisposition génétique. En effet, bien que les cancers puissent apparaitre à tout âge, ils sont plus 

fréquents pour les personnes âgées de plus de 60 ans. Ce phénomène s’explique par l’accumulation des 

agressions extérieures subies par les cellules et par un système de réparation de l’ADN moins 

performant. Une prédisposition génétique apparait lorsqu’une mutation génétique est présente dans une 

cellule germinale, c’est-à-dire un spermatozoïde ou un ovocyte. La mutation a donc une chance sur deux 

d’être transmise à la descendance. Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont notamment impliqués dans la 

prédisposition génétique du cancer du sein (Romagnolo, Romagnolo, and Selmin 2014; Rousset-

Jablonski and Gompel 2017). 

 

I.1.2. Capacités caractéristiques des cellules cancéreuses  

 

La formation d’une tumeur maligne résulte de la prolifération anormale de cellules cancéreuses. La 

transformation d’une cellule saine en une cellule cancéreuse passe par de multiples dérèglements. En 

effet, les cellules comportent un grand nombre de systèmes de régulations qui permettent d’éliminer les 

cellules défaillantes pour le bon fonctionnement de l’organe ou du tissu. La cellule cancéreuse résulte 

d’une accumulation d’altérations qui lui permet d’échapper aux systèmes de régulation. Les capacités 

cellulaires caractéristiques, appelées hallmarks, que l’on retrouve dans quasiment tous les cancers ont 

d’abord été définies en 2000 par Douglas Hanahan et Robert A. Weinberg puis complétées en 2011 

(Hanahan and Weinberg 2000, 2011) (Figure 1). 
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Figure 1 : Schémas adaptés de (Hanahan and Weinberg 2011) présentant A/ les 6 capacités caractéristiques 

définies en 2000 et B/ complétés en 2011. 

La Figure 1A présente les six premières capacités définies en 2000 et détaillées ci-après que sont 

l’indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération et des signaux antiprolifératifs, la résistance à la 

mort cellulaire, la perte de la sénescence, la capacité d’induire l’angiogenèse, et la capacité d’invasion 

tissulaire et de métastase (Hanahan and Weinberg 2000). 

 Dans un tissu, le nombre de cellules est régulé par des signaux de prolifération qui vont 

enclencher le cycle cellulaire (phases de croissance de la cellule) et maintenir un équilibre. Cette capacité 

d’un tissu à maintenir son équilibre en s’autorégulant s’appelle l’homéostasie. Contrairement à une 

cellule saine, une cellule cancéreuse est indépendante vis-à-vis des signaux de prolifération provenant 

de son environnement. 

 L’homéostasie des tissus est aussi maintenue par des signaux antiprolifératifs qui forcent, 

lorsque cela est nécessaire, une cellule proliférative à retourner à l’état de quiescence (c’est-à-dire à 
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sortir de son cycle cellulaire) ou à renoncer de façon permanente à son potentiel prolifératif. Les cellules 

cancéreuses ignorent ces signaux de prolifération. 

 La régulation des cellules se fait par le déclenchement de l’apoptose, qui est une mort 

programmée de la cellule. Lorsque cela est nécessaire, les cellules enclenchent une cascade de 

mécanismes qui va aboutir à leur destruction tout en permettant à l’organisme d’éliminer les déchets 

résultants. La plupart des cellules cancéreuses sont insensibles aux signaux de déclenchement de 

l’apoptose envoyés par l’environnement. 

 Après avoir effectué un certain nombre de cycles cellulaires, les cellules subissent un 

phénomène de sénescence qui correspond à une dégradation progressive des fonctions de la cellule et 

un arrêt de la prolifération. Certaines cellules cancéreuses perdent la sénescence et ont ainsi la capacité 

de proliférer de façon illimitée. 

 Chez l’adulte, le phénomène d’angiogenèse qui consiste en la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins n’a lieu que de façon temporaire, suite à une cicatrisation ou pendant une grossesse 

par exemple. Dans le cas d’un cancer, l’angiogenèse a lieu de façon quasi-continue, aidant ainsi la 

progression de la tumeur en lui apportant les nutriments et l’oxygène nécessaires à sa croissance 

anormale. 

 Les interactions entre les cellules cancéreuses et leur environnement peuvent évoluer pour 

permettre aux cellules cancéreuses de se détacher et de migrer vers d’autres parties du corps. Cette 

capacité d’invasion tissulaire et de diffusion métastatique est la cause majeure de la mortalité des 

cancers. 

En 2011, deux nouvelles capacités sont ajoutées : la capacité de modifier le métabolisme cellulaire et 

d’éviter la détection par le système immunitaire (Hanahan and Weinberg 2011) (Figure 1B). 

 En conditions normales, les cellules transforment le glucose en pyruvate par un phénomène de 

glycolyse. Le pyruvate est ensuite transporté vers les mitochondries et entre en jeu dans le cycle de 

Krebs pour la respiration cellulaire, i.e. pour produire l’énergie nécessaire à la cellule. En cas de manque 

d’oxygène, la glycolyse est favorisée et seulement une faible quantité de pyruvate est envoyée dans les 

mitochondries. Les cellules cancéreuses ont la capacité de modifier leur métabolisme cellulaire en 

favorisant la glycolyse, quelle que soit la teneur en oxygène. Bien que le rendement énergétique soit 

nettement inférieur par glycolyse que par le cycle de Krebs, ce mécanisme permettrait aux cellules 

cancéreuses de produire plus d’espèces intermédiaires nécessaires à l’assemblage de nouvelles cellules. 

La mise en évidence de cette dérégulation métabolique par Otto Heinrich Warburg et récompensée par 

un prix Nobel en 1931 est très importante, car elle permet de comprendre les processus cancéreux et 

constitue une source de cibles thérapeutiques nouvelles. 
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 Le système immunitaire permet la détection des cellules anormales et peut intervenir pour les 

éliminer. Les cellules cancéreuses ont la capacité d’éviter ou de limiter la détection par le système 

immunitaire ou son intervention, ce qui leur permet de survivre. Il faut citer en particulier l’expression 

par certaines cellules tumorales de protéines (CTLA-4 et PD-L1, notamment) qui s’opposent à 

l’activation du système immunitaire. Cette découverte, récompensée par un prix Nobel en 2018, a permis 

des avancées thérapeutiques majeures par l’utilisation d’anticorps inhibant ces voies d’échappement au 

système immunitaire (Ferris et al. 2016; Joshi, Maron, and Catenacci 2018). 

En plus des nouvelles capacités spécifiques, deux caractéristiques facilitant l’acquisition des propriétés 

nécessaires à la transformation d’une cellule saine en une cellule tumorale sont énoncées :  

 L’instabilité du génome qui provoque de nombreuses mutations aléatoires. Le système de 

maintenance du génome permet de détecter et « réparer » la plupart des défauts de réplication de l’ADN. 

Les cellules cancéreuses montrent un taux de mutation plus élevé que la normale rendu possible par une 

sensibilité accrue aux agents mutagènes et une défaillance du système de maintenance du génome. 

 L’inflammation pro-tumorale. La réaction d’inflammation déclenchée par le système 

immunitaire pour tenter d’éliminer les cellules cancéreuses peut en fait favoriser la progression de la 

tumeur. En effet, l’inflammation peut faciliter l’apparition des capacités caractéristiques en fournissant 

un grand nombre de biomolécules actives dans le microenvironnement tumoral. De plus, les cellules 

inflammatoires peuvent relarguer des molécules potentiellement mutagènes pour les cellules 

avoisinantes.  

 

Tous ces mécanismes ne sont pas présents dans chacun des cancers, mais quelques-unes de ces capacités 

caractéristiques suffisent à induire un cancer. La chronologie d’apparition de ces mécanismes n’est pas 

la même pour tous les cancers.  

 

I.2. Le glioblastome 

 

Dans notre étude, nous nous intéressons à un type de cancer : le glioblastome. Il s’agit d’une tumeur du 

cerveau particulièrement agressive qui atteint environ 4000 patients par an en France. Pour mieux 

comprendre l’environnement dans lequel évolue une tumeur du cerveau, une brève description du 

fonctionnement du cerveau et des cellules impliquées est présentée ci-après. 
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I.2.1. Le cerveau 

 

Le système nerveux central (SNC) est composé de l’encéphale et de la moelle épinière. L’encéphale 

correspond à toutes les entités présentes dans la boîte crânienne. On y trouve le cerveau, le cervelet et 

le tronc cérébral. Le cerveau contrôle les actions de l’organisme en réponse aux signaux sensoriels qu’il 

reçoit. Il est responsable des sensations perçues, des mouvements de notre corps, de la mémorisation et 

joue aussi un rôle dans la régulation hormonale. Le cervelet entre en jeu dans les fonctions motrices 

avec notamment l’équilibre, la posture et le tonus musculaire mais aussi dans la régulation des émotions 

et l’apprentissage. Le tronc cérébral, situé dans le prolongement de la moelle épinière joue un rôle 

majeur puisqu’il régule les fonctions vitales de l’organisme (rythme cardiaque et respiration, 

notamment).  

 

Le cerveau est composé de deux hémisphères, eux-mêmes séparés en plusieurs lobes régulant des 

fonctions différentes. La matière grise est située en périphérie du cerveau et abrite les cellules nerveuses 

(neurones) et les cellules gliales. La matière blanche située au centre du cerveau comporte les fibres 

nerveuses, ce qui correspond aux axones myélinisés des neurones. 

 

Les cellules du Système Nerveux Central 

Plusieurs types de cellules composent le SNC. Les plus connues sont les neurones mais d’autres types 

de cellules sont nécessaires pour assurer le bon fonctionnement des neurones (Figure 2). 

 

Figure 2 : Schéma présentant les différents types de cellules au sein du système nerveux central. Image extraite 

de (Roy 2013)  
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Les neurones sont les cellules qui peuvent recevoir et transmettre des messages nerveux. Ils sont au 

nombre de 86 milliards dans le cerveau. Un neurone est composé de son corps, de multiples dendrites 

en étoile et d’un axone qui est plus long que les dendrites. L’information est codée et transmise par voie 

électrique au travers d’un potentiel d’action, propagé le long de l’axone. La transmission de 

l’information entre deux neurones se fait au niveau des synapses par voie chimique par l’intermédiaire 

de neurotransmetteurs. 

Les cellules gliales sont présentes au voisinage des neurones et permettent leur bon fonctionnement : 

- Les astrocytes sont des cellules de forme étoilée qui assurent le maintien des structures 

cérébrales. Elles jouent un rôle dans la communication neuronale, participent à la barrière 

hémato-encéphalique (détaillée ci-après) et à l’astrogliose (phénomène de cicatrisation et de 

réaction immunitaire). Ce sont ces cellules qui prolifèrent anormalement dans le cas du 

glioblastome. 

- Les oligodendrocytes sont responsables de la formation des gaines de myéline entourant les 

axones permettant une circulation plus rapide du potentiel d’action. 

- Les épendymocytes sont les cellules épithéliales formant les parois entre les différentes cavités. 

Elles produisent le liquide cérébro-spinal (LCS). Le LCS protège le cerveau contre les chocs et 

permet la circulation des diverses molécules présentes dans le cerveau. 

- La microglie correspond aux macrophages du SNC et constitue donc sa principale défense 

immunitaire. Les macrophages sont des cellules capables de phagocyter (absorber et digérer) 

d’autres cellules ou corps étrangers détectés comme potentiellement dangereux pour 

l’organisme. Les cellules microgliales sont de forme étoilée, petites et mobiles. 

L’endothélium vasculaire correspond aux cellules endothéliales formant les parois des vaisseaux 

sanguins. Dans le cerveau, les cellules endothéliales sont reliées entre elles par des jonctions serrées et 

forment ainsi la barrière hémato-encéphalique. Cette barrière protège le cerveau des agents pathogènes, 

des toxines et des hormones présentes dans le sang, qui pourraient grandement perturber son 

fonctionnement. Seules de toutes petites molécules nécessaires au cerveau comme l’oxygène et des 

aliments (glycérine et urée) sont capables de franchir la barrière. L’inconvénient de cette protection est 

que la plupart des médicaments sont eux aussi stoppés. 

Contrairement aux dogmes initiaux, des cellules souches neurales ont aussi été décrites dans le cerveau. 

Ces cellules, très actives pendant l’embryogénèse, assurent également un renouvellement lent des 

astrocytes, des neurones et des oligodendrocytes chez l’adulte.  
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Les gliomes  

Les gliomes sont des tumeurs cérébrales. Ils peuvent se développer à partir des différents types de 

cellules du SNC. Le pronostic est très variable selon la taille, la localisation et l’infiltration de la tumeur. 

Le glioblastome, aussi appelé astrocytome de grade 4, se développe à partir des cellules astrocytaires. 

 

Figure 3 : Tableau de classification des tumeurs gliales, extrait de (Brouland and Hottinger 2017). 

Les tumeurs cérébrales primitives sont maintenant classées par une classification qui associe des 

marqueurs histologiques et moléculaires (Brouland and Hottinger 2017; Van Den Bent et al. 2017). La 

détection de certaines mutations (IDH1 et IDH2, méthylation du promoteur MGMT, par exemple) 

apporte des marqueurs moléculaires qui permettent d’affiner le diagnostic et l’évaluation pronostique et 
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d’orienter les voies thérapeutiques. La nouvelle classification des tumeurs gliales définie en 2016 par 

l’OMS est présentée en Figure 3. Ces tumeurs sont classées en gliomes de grades progressifs, impliquant 

une oncogenèse multi-étapes, de l’astrocytome de bas grade jusqu’au glioblastome de grade 4. Le 

glioblastome peut aussi survenir directement, en particulier chez le sujet âgé. Il se caractérise notamment 

par sa capacité à éviter sa destruction par le système immunitaire, une prolifération augmentée, une 

angiogenèse, un caractère invasif ou encore des nécroses hypoxiques (Nørøxe, Poulsen, and Lassen 

2016). Une origine probable du glioblastome réside au niveau des cellules souches neurales (Goffart, 

Kroonen, and Rogister 2013). 

 

I.2.2. Pronostic et traitement actuel du glioblastome 

 

Le glioblastome est un cancer avec un mauvais pronostic. Malgré les recherches et le développement de 

nouvelles thérapies la médiane de survie reste entre 12 et 15 mois (Furnari et al. 2007; Messaoudi, 

Clavreul, and Lagarce 2015). 

Le traitement actuel repose sur une combinaison de chirurgie, de radiothérapie et de chimiothérapie 

(Stupp et al. 2005; Alifieris and Trafalis 2015). Cette thérapie très lourde provoque de nombreux effets 

secondaires (nausées, vomissements, éruptions cutanées, fatigue, troubles sexuels, perte des cheveux, 

etc.) chez les patients, pour un résultat malheureusement insuffisant.  

La chirurgie consiste en une exérèse de la tumeur. Cependant, il est très difficile d’enlever toutes les 

cellules cancéreuses du fait de la grande capacité d’infiltration de ces cellules, illustrée en Figure 4C. 

De plus, la résection tumorale est parfois accusée de favoriser la transformation de la zone péritumorale 

en environnement pro-tumoral (Hamard et al. 2016; van der Sanden et al. 2016). Suite à la chirurgie, 

une phase de radiothérapie est entamée. L’objectif est d’irradier les cellules cancéreuses pour les 

détruire. En complément de la radiothérapie, du témozolomide est administré en tant que chimiothérapie. 

Son principe d’action consiste à endommager l’ADN en ajoutant un groupement méthyle, ce qui va 

causer la mort des cellules. Les effets de la chimiothérapie sont malheureusement limités par un 

phénotype résistant des cellules cancéreuses (Messaoudi, Clavreul, and Lagarce 2015; Alifieris and 

Trafalis 2015). 
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Figure 4 : A/ Plans de coupe correspondant à B/ des acquisitions IRM d’un cerveau humain en vue axiale i/ 

présentant une tumeur, ii/ après exérèse et iii/ en récidive ; C/ coupe d’un cerveau de souris en vue coronale 

montrant des cellules cancéreuses marquées en vert, qui envahissent les tissus. 

 

Malgré les traitements lourds actuellement mis en œuvre, une récidive apparait dans quasiment tous les 

cas dans la zone périphérique à la tumeur (Tosoni et al. 2016). Un exemple de récidive dans la zone 

péritumorale suite à une exérèse est présenté en Figure 4B/ i à iii. 

 

I.2.3. Emergence de nouveaux traitements 

 

Pour augmenter les chances de survie, des thérapies personnalisées se développent. Le but est d’utiliser 

les anomalies moléculaires du glioblastome propres à chaque patient pour mettre en place des thérapies 

ciblées personnalisées. Le bénéfice de cette méthode est cependant freiné par l’hétérogénéité présente 

au sein d’une même tumeur (Chow et al. 2018). Le Bévacizumab, un anti-angiogénique, est le premier 

anticorps autorisé dans la thérapie des glioblastomes. L’utilisation du Bévacizumab reste controversée 

car la diminution de la vascularisation de la tumeur pourrait pousser les cellules à adopter un 

comportement plus invasif et ainsi aggraver chez certain patient la pathologie tumorale (Burger et al. 

2017). De nombreuses améliorations restent nécessaires pour augmenter l’efficacité des thérapies 

ciblées (Jain 2018). 

Parmi les nouveaux traitements émergents, l’immunothérapie qui vise à stimuler les défenses 

immunitaires de l’organisme semble être une piste prometteuse (Polivka et al. 2017). Cependant, cette 

technique n’a pas encore pu faire ses preuves dans le traitement du glioblastome (Filley, Henriquez, and 

Dey 2017). L’hétérogénéité tumorale et l’échappement moléculaire quand une voie moléculaire unique 

est ciblée sont des facteurs déterminant de cet échec (Jain 2018). L’absence d’accès au secteur infiltratif 

péri-tumoral est aussi une explication majeure de la récidive tumorale (Lynes et al. 2018). 

A côté des thérapies moléculaires ciblées actuellement en échec, des thérapies « physiques » sont 

apparues. Dans un essai clinique de phase III, la stimulation électrique à haute fréquence (thérapie TTF 
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pour tumor treating fields) a ainsi montré son efficacité, en augmentant la survie des patients traités par 

TTF en combinaison à du témozolomide comparé à un traitement au témozolomide seul (Stupp et al. 

2017; P. Zhu and Zhu 2017). La thérapie TTF consiste à appliquer un courant alternatif de faible intensité 

à haute fréquence (200 kHz) dans le but de perturber et prolonger la division cellulaire pour provoquer 

l’apoptose des cellules cancéreuses (Burri et al. 2018). Il cible spécifiquement les cellules cancéreuses 

en tirant profit de leur division rapide, de leur forme et de leur polarité électrique. L’application du 

courant se fait de manière locale avec un casque, évitant ainsi d’affecter les cellules se divisant 

rapidement dans d’autres parties du corps. Au niveau du cerveau, la plupart des cellules se divisent 

lentement chez l’adulte, réduisant le risque que le TTF interfère avec les cellules saines (Saria and Kesari 

2016).  

Cette thérapie ouvre de nouvelles voies de modulation non médicamenteuses, que nous explorons dans 

cette thèse avec le Traitement par Effet Magnéto-Mécanique de Particules (TEMMP). L’idée est 

d’appliquer un stress mécanique sur les cellules cancéreuses à l’aide de particules magnétiques mises en 

vibration grâce à un champ magnétique rotatif. 

 

 Particules magnétiques pour la médecine 

 

Avant de présenter plus spécifiquement les particules magnétiques utilisées pour le traitement du cancer 

par stimulation mécanique, nous introduisons plus généralement les applications déjà existantes de 

nanoparticules magnétiques pour la médecine. 

 

II.1. Notions de magnétisme 

 

Pour aider à la compréhension du lecteur non initié, les notions de magnétisme utilisées dans ce 

manuscrit sont brièvement expliquées ici (Fruchart 2015). Les notations en gras sont des quantités 

vectorielles. 

 

Magnétisme et électricité, champ induit par des courants ou aimants 

La découverte des interactions entre l’électricité et le magnétisme nous vient du danois Hans Christian 

Ørsted en 1820. Ces effets sont théorisés notamment dans les équations de Maxwell, permettant les 

études magnétiques macroscopiques. Le courant I passant par un long fil rectiligne crée une induction 

magnétique B, tangente au cercle centré sur le fil, qui correspond à une densité de flux magnétique 
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(exprimée en Tesla). L’induction B ainsi générée est proportionnelle au courant I et décroit en 1/r en 

s’éloignant du fil. D’autres sources de champ magnétique sont couramment réalisées sous forme de 

bobines constituées de fils conducteurs enroulés pour maximiser l’intensité du champ. Par exemple un 

solénoïde ainsi formé génère sur son axe un champ perpendiculaire au plan des spires, présentant à 

l’extérieur une décroissance forte en ~1/z3, lorsqu’on s’éloigne d’une distance z du bobinage. Cette 

source de champ s’approche alors du champ généré par un dipôle magnétique, qui présente également 

une composante en 1/z3. Il est donc nécessaire de placer les échantillons au plus près des aimants ou 

bobines pour appliquer un champ magnétique suffisant. 

Pour encore augmenter l’induction magnétique, les fils peuvent être enroulés autour d’un « noyau » 

constitué de matériaux ferromagnétiques doux, dont la définition sera donnée dans les parties suivantes. 

Ces dispositifs constituent les électroaimants. Cependant l’inductance de telles bobines limite l’intensité 

des courants alternatifs pour une fréquence donnée et une puissance d’alimentation donnée, limitant 

ainsi l’intensité des champs magnétiques alternatifs générés.  

Nous verrons plus loin que l’induction magnétique du champ appliqué permet de calculer la force et le 

couple s’appliquant sur un moment magnétique m. Les forces et couples magnétiques sont exprimés en 

fonction du moment m, et de l’induction B ou du champ magnétique H dont la définition sera présentée 

ci-dessous.  

 

Matériau magnétique 

Un échantillon magnétique se caractérise par son aimantation moyenne M, qui correspond à la densité 

volumique de moments magnétiques m, de telle sorte que : M = m/V, avec V le volume de l’échantillon. 

En unités du système international (SI), l’aimantation s’exprime en A/m et le moment magnétique 

s’exprime en A.m2. Ils peuvent aussi s’exprimer en utilisant les emu (pour electromagnetic unit of 

current) en unités CGS (centimètre-gramme-seconde). L’aimantation et le moment magnétique 

traduisent la tendance qu’a un objet magnétique à s’aligner dans le sens du champ magnétique H (aussi 

exprimé en A/m). Tous les matériaux possèdent une aimantation lorsqu’un champ magnétique externe 

est appliqué. Pour de faibles amplitudes de champ appliqué, cette aimantation est proportionnelle au 

champ, ce qui permet de définir la susceptibilité magnétique χ telle que M = χH. Plus généralement, 

(𝐻) =
dM(𝐻)

dH
 est variable selon les mécanismes d’aimantation, les phénomènes d’hystérésis, et le 

champ appliqué. Lorsque χ < 0, le matériau est diamagnétique. Lorsque χ > 0, le matériau est 

paramagnétique. Tous les matériaux ont une composante diamagnétique, très peu dépendante de la 

température, dont la valeur est spécifique au matériau. Seuls certains matériaux, comme les métaux, ont 

en plus une composante paramagnétique, qui elle, varie en fonction de la température. L’ordre de 

grandeur de la susceptibilité est, pour la plupart des matériaux, très faible (10-5 – 10-3). Les matériaux 
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que nous utiliserons ici sont des matériaux ferromagnétiques (définition expliquée dans les parties 

suivantes) et présentent ainsi une susceptibilité nettement supérieure (1 – 105). 

 

Lien entre induction magnétique et champ magnétique 

L’induction magnétique B est reliée au champ magnétique externe H et à l’aimantation d’un corps 

magnétique M, avec la relation B = µ0(H + M). Dans le vide, B = µ0H. Le champ magnétique H 

s’exprime en A/m (ou en Oersted en unités CGS avec la relation 1 Oe = 1.103/4π A/m). L’induction B 

s’exprime en Tesla (T) (ou en Gauss en unités CGS avec 1 G = 1.10-4 T). Ces deux grandeurs s’utilisent 

selon les phénomènes étudiés. On remarquera que, en unités CGS, 1 G = 1 Oe. De même, l’aimantation 

µ0M ou le champ µ0H peuvent être exprimés en Tesla.  

 

Ordres magnétiques 

Dans certains matériaux, les moments magnétiques sont couplés par une interaction d’échange, d’origine 

quantique, ce qui va entrainer un arrangement des moments magnétiques au niveau microscopique en 

l’absence de champ appliqué. Les principaux ordres magnétiques sont : 

- Le ferromagnétisme, caractérisé par une interaction d’échange positive qui favorise 

l’alignement parallèle des moments magnétiques. Ce phénomène entraine une aimantation 

spontanée, même en l’absence de champ magnétique appliqué. Cet ordre magnétique n’apparait 

que sous une température seuil, appelée température de Curie TC. Les matériaux 

ferromagnétiques les plus connus sont le fer, le nickel et le cobalt. 

- L’antiferromagnétisme, caractérisé par une interaction d’échange négative qui favorise 

l’alignement antiparallèle des moments magnétiques. L’aimantation résultante est nulle, les 

moments magnétiques s’annulant les uns avec les autres. La température seuil s’appelle ici 

température de Néel TN. 

- Le ferrimagnétisme, caractérisé par une interaction d’échange négative entre des moments 

magnétiques de différentes amplitudes. Les amplitudes différentes sont causées par 

l’emplacement des électrons non appariés sur des couches différentes. Les moments 

magnétiques n’étant pas compensés les uns avec les autres, il résulte une aimantation non-nulle. 

La température seuil est ici la température de Curie TC.  
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Cycle d’hystérésis 

Les propriétés magnétiques du matériau s’obtiennent notamment par la mesure de l’amplitude des 

moments magnétiques ou de l’aimantation en fonction du champ appliqué. La courbe obtenue s’appelle 

un cycle d’hystérésis ou une courbe d’aimantation. Un exemple de cycle d’hystérésis de matériau 

ferromagnétique est donné en Figure 5. 

 

Figure 5 : Cycle d’hystérésis typique d’un matériau ferromagnétique montrant l’aimantation moyenne M en 

fonction du champ magnétique appliqué H, faisant apparaitre l’aimantation à saturation MS, l’aimantation 

rémanente Mr, le champ coercitif HC et le champ de saturation HS. 

Le cycle d’hystérésis permet de connaitre certaines grandeurs caractéristiques. L’aimantation à 

saturation MS correspond à l’aimantation de l’échantillon une fois que tous ses moments magnétiques 

sont alignés avec le champ. Usuellement, les cycles d’hystérésis sont normalisés en fonction de MS. Le 

champ appliqué nécessaire pour atteindre cette valeur s’appelle le champ de saturation HS. La rémanence 

ou aimantation rémanente notée Mr correspond à l’aimantation d’un échantillon lorsque le champ 

magnétique appliqué est coupé. Il s’agit une caractéristique particulièrement intéressante lorsqu’on 

étudie des particules magnétiques, car sa valeur est à minimiser pour éviter leur agglomération. Elle est 

souvent exprimée en fonction de MS. Le champ coercitif ou coercivité noté HC correspond au champ à 

appliquer pour que l’aimantation de l’échantillon s’annule. On peut extraire du cycle la susceptibilité χ, 

déjà présentée précédemment qui correspond aux pentes locales de la courbe. 

 

Le superparamagnétisme 

Les particules magnétiques classiquement utilisées dans les applications biologiques sont couramment 

dans un état superparamagnétique, qui apparait à température ambiante lorsque les tailles de particules 
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sont suffisamment réduites (Bean and Livingston 1959). L’intérêt des particules superparamagnétiques 

est de présenter une courbe d’aimantation linéaire et réversible à l’origine avec une aimantation 

rémanente nulle, permettant d’éviter les phénomènes d’agglomération, et une forte susceptibilité, 

dépendante du matériau choisi.  

Les particules superparamagnétiques les plus connues sont les nanoparticules d’oxyde de fer (SPIONs 

pour superparamagnetic iron oxide nanoparticles), dont l’état superparamagnétique est atteint pour des 

dimensions de l’ordre de 2 à 10 nm. Elles sont éventuellement groupées dans des sphères de polymères 

formant des billes micrométriques de manière à générer des forces magnétiques plus importantes tout 

en conservant les propriétés magnétiques des nanoparticules (Hai et al. 2009). Cependant, l’état 

superparamagnétique peut être atteint pour de nombreux matériaux, avec des diamètres critiques 

différents. Citons par exemple une étude de notre laboratoire ayant mis en évidence l’état de type 

superparamagnétique de nanoparticules de permalloy ou de magnétite de diamètre 35 nm et épaisseur 

quelques nm (Morcrette et al. 2017).  

Le principe en est que la taille réduite de la particule impose une configuration d’aimantation uniforme. 

Au-delà d’une certaine température appelée température de blocage TB, l’aimantation se retourne 

spontanément sous l’effet de l’agitation thermique ce qui entraine une aimantation nulle moyennée dans 

le temps de mesure. Le temps moyen entre deux retournements d’aimantation, appelé temps de 

relaxation de Néel τN, varie exponentiellement avec le volume de matériau magnétique. L’état 

superparamagnétique n’est atteint que lorsque τN est nettement inférieur au temps d’observation. Pour 

cette raison, l’état superparamagnétique n’est possible que pour de très faibles volumes, de longueur 

caractéristique inférieure à 100 nm, typique des nanoparticules utilisées pour la biologie.  

Par ailleurs, en dessous de TB, les moments ne fluctuent pas au cours du temps d’observation. Le régime 

superparamagnétique n’est donc présent qu’au-delà de la température de blocage TB.  

 

Les énergies 

La mesure du cycle d’hystérésis informe sur l’état de stabilité dans lequel se trouvent les matériaux 

magnétiques, résultant d’une minimisation de l’énergie magnétique totale. Les différentes énergies 

entrant en jeu sont : 

- L’énergie de Zeeman, dont la densité est EZ = -µ0MS.H, avec MS l’aimantation à saturation, qui 

favorise l’alignement de l’aimantation M dans la direction du champ appliqué H. 

- L’énergie d’anisotropie magnétocristalline Emc, qui dans sa forme la plus simple (anisotropie 

uniaxiale) s’écrit Emc = KVsin2θ, avec θ l’angle entre l’aimantation et la direction dite 

d’aimantation facile et K la constante d’anisotropie. Cette énergie favorise l’alignement de 

l’aimantation le long de certains axes ou plans cristallographiques, dépendant de l’organisation 
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cristalline du matériau. On distingue alors les matériaux magnétiques doux (composés par 

exemple de Fe, Co, Ni, Mg, Si), possédant une faible Emc des matériaux magnétiques durs 

caractérisé par une forte Emc, comme par exemple les aciers, les ferrites et l’alliage de néodyme-

fer-bore (NdFeB). 

- L’énergie d’échange Eex, qui exprime le fort couplage entre moments magnétiques voisins à 

l’origine du ferromagnétisme, favorisant en particulier les configurations en domaines 

magnétiques (zones d’aimantation uniforme). Elle caractérise cette interaction locale entre les 

moments magnétiques voisins, par : Eex = - Jmi.mj, avec mi et mj les moments magnétiques de 

spin localisés aux positions voisines i et j, et J exprimant un facteur d’intégrale d’échange, tel 

que J > 0 favorise des moments parallèles (alignement ferromagnétique) et J < 0 favorise des 

moments antiparallèles (alignement antiferromagnétique). 

- L’énergie magnétostatique ou énergie dipolaire Ed, qui trouve son origine dans la somme des 

énergies d’interaction mutuelle entre les dipôles magnétiques d’un échantillon. Elle s’exprime 

à l’aide du champ dipolaire Hd créé par l’ensemble des dipôles élémentaires de l’échantillon en 

lui-même. Toujours positive, elle est minimale en particulier si Hd tend vers 0. Ce champ Hd 

est aussi appelé champ démagnétisant à l’intérieur de l’échantillon et champ de fuite à 

l’extérieur. Agissant à longue portée (à l’échelle macroscopique de l’échantillon) sur les dipôles 

de l’échantillon, le champ Hd est généré par les charges magnétiques volumiques ou surfaciques, 

déterminées par la répartition de l’aimantation M dans l’échantillon. L’énergie magnétostatique 

favorise une configuration de M minimisant charges magnétiques et champ démagnétisant 

généré. Notamment, une aimantation uniforme ou à divergence nulle (charge volumique nulle), 

et/ou une aimantation parallèle à la surface délimitant l’échantillon (charge surfacique nulle), 

sont favorisées. Pour minimiser l’énergie magnétostatique, l’aimantation a donc tendance à être 

parallèle aux bords de l’échantillon. L’énergie magnétostatique induit ainsi une anisotropie de 

forme. En particulier, un fil aura tendance à présenter une aimantation longitudinale, alors qu’un 

film mince aura tendance à présenter une aimantation planaire. 

 

Force et couple magnétique 

L’application d’un champ magnétique sur un moment magnétique a des effets mécaniques et 

thermiques, qui dépendent à la fois des conditions d’application du champ et des propriétés propres de 

l’élément magnétique considéré. 

Lorsqu’un moment magnétique m est soumis à l’induction uniforme B, il subit un couple 𝝉 = 𝒎 × 𝑩, 

qui tend à aligner le moment dans la direction du champ appliqué. Si un champ magnétique rotatif est 

appliqué dans le cas où il n’y a pas d’anisotropie de forme (particule sphérique) ni d’anisotropie 

magnétocristalline (matériau doux), le moment magnétique tournera sans entrainer la particule. Dans le 
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cas contraire c’est le couplage entre le moment magnétique et l’orientation de la particule qui détermine 

le couple mécanique. 

Lorsque l’induction n’est pas uniforme dans l’espace, un gradient ∇𝑩 apparait. Il est exprimé en T/m et 

va entrainer l’attraction des corps magnétiques vers la zone d’induction la plus élevée, avec une force F 

donnée par 𝑭 = 𝒎∇𝑩. 

 

Chauffages par pertes hyperfréquences 

Le retournement de l’aimantation d’une particule magnétique donne lieu à une dissipation d’énergie. Ce 

phénomène est notamment utilisé pour l’hyperthermie magnétique où des particules 

superparamagnétiques sont soumises à des champs magnétiques de 100 kHz à plusieurs GHz 

(hyperfréquence). La quantité de chaleur délivrée correspond à l’aire A du cycle d’hystérésis dans le 

champ magnétique alternatif appliqué (Carrey, Mehdaoui, and Respaud 2011). La puissance absorbée 

par les particules est nommée SAR (Specific Absorption Rate) et dépend de la fréquence f : SAR = A x f. 

Elle s’exprime en W/g.  

 

Les domaines magnétiques 

Pour expliquer le fait que des blocs composés de matériaux ferromagnétiques ont une rémanence nulle, 

Pierre Weiss émet l’hypothèse en 1907 que les blocs sont divisés en plusieurs domaines dans lesquels 

les moments magnétiques sont orientés dans la même direction (Weiss 1907). La présence de plusieurs 

domaines, orientés antiparallèlement les uns avec les autres, entraine alors une aimantation moyenne 

nulle. 

Les frontières entre ces domaines sont nommées parois de domaine. Deux modèles permettent de définir 

la transition d’une direction des moments magnétiques à la direction opposée. Dans le modèle de Bloch, 

les moments magnétiques restent dans le plan de la paroi. Cette configuration évite la création d’un 

champ dipolaire. Dans le modèle de Néel, la rotation des moments magnétiques se fait 

perpendiculairement à la paroi. Cette configuration s’applique particulièrement aux couches minces. 

 

II.2. Utilisation de nanoparticules magnétiques pour la médecine 

 

Les particules magnétiques possèdent des caractéristiques très intéressantes pour des applications 

biomédicales (Pankhurst et al. 2003; Y. Cheng et al. 2014). Leurs dimensions peuvent être contrôlées 

pour interagir avec des entités biologiques telles que les cellules, les virus, les protéines et l’ADN. Leur 
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petite taille leur confère un large ratio surface/volume qui peut être utilisé pour le greffage d’un grand 

nombre de molécules sur leur surface. Les matériaux choisis, et notamment leurs propriétés magnétiques 

permettent de les actionner à distance. Elles peuvent être attirées vers une zone d’intérêt, mises en 

vibration, ou utilisées pour créer un échauffement. 

Les nanoparticules magnétiques sont utilisées comme agent de contraste pour l’IRM, pour la médecine 

régénérative (Gao et al. 2015), pour le tri cellulaire, l’ingénierie tissulaire, la purification des protéines 

(Corchero and Villaverde 2009), l’hyperthermie (Sanchez et al. 2014; Kafrouni and Savadogo 2016) ou 

encore la magnétofection (Mohammed et al. 2017; Scherer et al. 2002). La magnétofection (pour 

magnéto-transfection) utilise des nanoparticules magnétiques chargées en acides nucléiques qui sont 

attirées vers les cellules cibles par un gradient de champ. Quelques exemples d’utilisation sont détaillés 

ci-après.  

 

Agents de contraste pour l’Imagerie par Résonance Magnétique 

L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) est basée sur la détection du phénomène de Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN) des protons de l’eau contenus dans l’organisme. Un champ magnétique 

statique est appliqué et entraine l’alignement des moments magnétiques des protons, parallèlement ou 

antiparallèlement à la direction du champ. L’aimantation des tissus se fait par un mouvement de 

précession à une fréquence donnée, nommée fréquence de Larmor. Un champ radiofréquence (RF) de 

faible amplitude est alors appliqué à la fréquence de Larmor pour faire entrer les moments magnétiques 

en résonance. Lorsque le champ est coupé, le système retourne à l’équilibre par un phénomène de 

relaxation. Il se caractérise par deux temps de relaxation caractéristiques. Le temps de relaxation 

longitudinale T1 correspond au temps nécessaire pour que l’aimantation longitudinale (parallèle au 

champ statique appliqué) des protons atteigne 63 % de la valeur initiale (valeur pendant l’application du 

champ). Le temps T1 dépend de la mobilité des atomes d’hydrogène et est caractéristique d’un tissu. Le 

temps de relaxation transversale T2 correspond au temps de retour à une aimantation transversale 

(perpendiculaire au champ statique) équivalente à 37 % de sa valeur initiale. Le temps T2 dépend du 

tissu, mais aussi de l’organisation physico-chimique de l’eau dans ce tissu. Il permet de révéler des 

modifications liées à une lésion ou un phénomène inflammatoire, par exemple. Différentes séquences 

sont utilisées pour pondérer les signaux T1 ou T2. De manière générale, un premier pulse RF est suivie 

par un ou plusieurs pulses appliqués à des temps différents (temps de répétition TR). L’acquisition du 

signal est enregistrée par des bobines, après le temps d’écho (TE). L’information spatiale qui permet 

d’obtenir une image haute résolution est obtenue par l’application de gradients de champ dans les 3 

directions de l’espace.  

Pour augmenter le contraste de l’image, parfois trop faible pour différencier les tissus ou les zones 

d’intérêt, des agents de contraste sont utilisés (Tsapis 2017). Les agents de contraste positifs sont utilisés 
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pour diminuer le temps de relaxation T1. L’ion gadolinium (Gd3+), du fait de ses propriétés 

paramagnétiques est largement utilisé comme agent de contraste positif. En effet, le moment magnétique 

du Gd3+ sous l’application d’un champ magnétique résulte de la présence d’électrons non appariés. Les 

interactions dipolaires entre le moment magnétique du Gd3+ et celui des protons entrainent une 

diminution du temps de relaxation, améliorant ainsi le contraste lors de l’acquisition de séquences 

pondérées T1 en augmentant l’intensité du signal. Le Gd3+ étant toxique, il est encapsulé dans une autre 

molécule : ce complexe forme un chélate de gadolinium. En cancérologie, la vascularisation importante 

de la tumeur entraine l’accumulation de l’agent de contraste en son sein, et permet ainsi de révéler la 

tumeur. 

Les agents de contraste négatifs comme les SPIONs sont utilisés pour augmenter le contraste en T2. En 

fonction de leur taille, les SPIONs vont s’accumuler préférentiellement dans certains tissus. Le champ 

magnétique généré par une particule crée un gradient qui va accélérer le déphasage des moments 

magnétiques des protons situés à proximité. Ce phénomène va entrainer une diminution du temps de 

relaxation T2. L’intensité du signal va donc diminuer en séquences pondérées T2.  

Outre les SPIONs déjà très répandus pour cette application, de nouvelles particules possédant une forte 

aimantation avec une rémanence quasi-nulle sont étudiées comme possible agents de contraste. C’est le 

cas par exemple de particules couplées antiferromagnétiquement (Roosbroeck et al. 2014). Les SPIONs 

peuvent aussi être fonctionnalisées pour cibler encore plus spécifiquement une zone d’intérêt (Shevtsov 

et al. 2014). 

 

Guidage magnétique et délivrance localisée de médicaments par nanoparticules magnétiques 

L’intérêt de la délivrance localisée de médicaments est d’augmenter l’effet thérapeutique d’une 

molécule tout en limitant les effets secondaires. Parmi les multiples vecteurs utilisés pour la délivrance 

localisée de médicaments comme les liposomes, les micelles ou les nanocapsules, on retrouve aussi des 

nanoparticules magnétiques, généralement des SPIONs. Les SPIONs peuvent être intégrées dans les 

vecteurs par différentes méthodes : adsorption ou conjugaison à la surface d’un liposome, encapsulation 

dans le cœur d’un liposome, dans la membrane d’une microbulle ou dans un gel (Al-Jamal and 

Kostarelos 2011). Les véhicules sont ensuite attirés vers la tumeur par l’application d’un gradient de 

champ (Pankhurst et al. 2003). La délivrance du médicament se fait suite à la dégradation du véhicule, 

provoquée par les changements de pH au sein de la tumeur ou par une élévation de la température causée 

par l’application d’un champ magnétique à haute fréquence (hyperthermie), par exemple (Lima-Tenório 

et al. 2015). 
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Outre les SPIONs, des micro-disques de permalloy sont aussi à l’étude pour la délivrance localisée de 

médicaments (D. H. Kim et al. 2011). Les médicaments attachés à la surface du disque sont libérés par 

l’application d’un champ magnétique alternatif qui entraine une vibration des particules.  

Certaines particules utilisées pour la délivrance ciblée de médicaments comportent des caractéristiques 

semblables aux agents de contraste. Une double utilisation, à la fois pour le diagnostic et pour le 

traitement, est alors souvent employée. On parle dans ce cas de théranostic, pour une combinaison de 

thérapie et diagnostic (Golovin et al. 2017). 

 

Traitement par hyperthermie magnétique 

L’exemple le plus connu de l’utilisation de nanoparticules magnétiques pour le traitement du cancer est 

l’hyperthermie magnétique (De Bree, Romanos, and Tsiftsis 2002; Bañobre-López, Teijeiro, and Rivas 

2013). L’objectif est dans ce cas d’induire un échauffement des particules. La puissance absorbée par 

les particules étant proportionnelle à la fréquence, les particules sont soumises à un champ magnétique 

alternatif à très haute fréquence (>50 kHz) (Hervault and Thanh 2014). L’intérêt pour la médecine 

d’augmenter la température de tout ou partie du corps humain remonte à plusieurs siècles, avec la 

thermoablation qui est utilisée pour détruire des cellules cancéreuses en altérant les protéines et autres 

molécules biologiques (Kaur et al. 2016; Hervault and Thanh 2014).  

Pour des températures inférieures à 42°C, le débit sanguin dans la tumeur est augmenté. Cette propriété 

peut permettre d’augmenter la sensibilité des cellules à la radiothérapie ou à la chimiothérapie 

(Hildebrandt et al. 2002). Pour des températures supérieures à 42 °C, le débit sanguin diminue ce qui 

entraîne une moins bonne dissipation de la chaleur et impacte l’apport en oxygène et en nutriments au 

sein de la tumeur (Song 1984; Hildebrandt et al. 2002). L’hyperthermie appliquée au-delà de 46 °C est 

nommée thermoablation. Elle entraine la nécrose des cellules tumorales mais aussi du tissu sain (Okhai 

and Smith 2013).  

Combiné à des techniques de délivrance localisée de médicaments, de guidage magnétique pour cibler 

la tumeur ou même de diagnostic, l’effet anti-tumoral de l’hyperthermie peut être encore amélioré (Kaur 

et al. 2016). Cependant, pour générer un champ magnétique assez puissant pour produire l’effet 

d’hyperthermie, il est nécessaire d’appliquer un courant alternatif élevé sur la bobine entourant le noyau 

magnétique. Les dispositifs utilisés doivent être compatibles avec des courants très élevés et ont 

l’inconvénient de générer du champ magnétique fort hors de la zone ciblée. Mais surtout, la génération 

de champ magnétique suffisamment élevé à haute fréquence dans un volume suffisamment grand pour 

insérer une partie du corps humain, reste un challenge technique (Dutz and Hergt 2014). 

Le traitement par hyperthermie a tout de même débuté en clinique en 2010 à l’hôpital de la Charité – 

MagForce de Berlin (Spirou et al. 2018). Une étude clinique traitant la récidive de glioblastome a montré 
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une augmentation de quelques mois de la médiane de survie des patients avec l’application simultanée 

de radiothérapie et de l’hyperthermie magnétique (Maier-Hauff et al. 2011). Cependant, le potentiel de 

cette technique reste limité à cause des problématiques techniques évoquées ci-dessus. Les optimisations 

de cette technique se focalisent maintenant sur les particules, en produisant des particules avec un 

moment magnétique plus élevé (Maenosono and Saita 2006; Mehdaoui et al. 2010; Kafrouni and 

Savadogo 2016). 

Cependant, de récentes études viennent remettre en cause l’effet thermique de l’hyperthermie 

magnétique (Dutz and Hergt 2014). En effet, plusieurs études étudiant l’effet thérapeutique de 

l’hyperthermie montrent un effet sur la viabilité cellulaire, sans pour autant détecter une élévation de la 

température à 42°C (Rabin 2002; Villanueva et al. 2010; Sanchez et al. 2014). Depuis, une élévation 

locale de la température en surface des particules a été observée (Clerc et al. 2018). Plusieurs hypothèses 

tentent d’expliquer les effets sur la viabilité cellulaire tout de même observés. Une étude théorique 

montre par exemple que l’oscillation des particules dans un champ alternatif inhomogène créée des 

ultrasons (Carrey, Connord, and Respaud 2013). Or, les ultrasons sont de plus en plus utilisés dans le 

traitement du cancer (Boissenot et al. 2016; Negishi, Endo-Takahashi, and Maruyama 2016). Une 

deuxième hypothèse est que le stress mécanique sur les cellules provoqué par la vibration ou l’oscillation 

des particules pourrait perturber le fonctionnement des cellules (Domenech et al. 2013). Ce possible 

effet mécanique des particules ouvre alors la voie à de nouvelles études, cherchant à maximiser le stress 

mécanique produit, tel que présenté dans la partie suivante.  

 

II.3. Effet magnéto-mécanique des particules – cancer 

 

Les premières utilisations de nanoparticules magnétiques soumises à des champs alternatifs à faible 

fréquence pour agir mécaniquement sur les cellules remontent à 2008. Des SPIONs ont notamment été 

utilisées pour modifier la concentration intracellulaire en calcium de mastocytes (Mannix et al. 2008) 

ou pour activer le récepteur mécanosensible TREK-1 (Hughes et al. 2008) impliqué entre autres dans la 

neuroprotection, l’épilepsie et la dépression. L’intérêt des particules magnétiques présentant une 

anisotropie de forme émerge aussi avec l’utilisation de nanofils de nickel utilisés pour réduire la viabilité 

de fibroblastes (Fung et al. 2008).  

Prenant en considération les effets induits par le mouvement de particules magnétiques à faible 

fréquence et le possible effet mécanique des particules utilisées pour l’hyperthermie, une nouvelle 

technique visant à détruire des cellules cancéreuses par les mouvements mécaniques de particules 

magnétiques émerge en 2010 (D.-H. Kim et al. 2010). 
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II.3.1. Principe 

 

Contrairement à l’hyperthermie qui nécessite de très hautes fréquences afin d’induire un échauffement, 

la stimulation magnéto-mécanique peut être obtenue à des fréquences inférieures à 100 Hz. Les 

paramètres tels que la forme et les propriétés magnétiques des particules, la fréquence et l’amplitude du 

champ à appliquer sont maintenant à choisir afin de maximiser la réponse mécanique des particules au 

champ appliqué. 

 

Concernant les particules, la biocompatibilité des matériaux utilisés reste un point essentiel pour que les 

particules puissent être utilisées in-vivo puis dans un but clinique. Les oxydes de fer tels que la magnétite 

(Fe3O4) ou la maghémite (γ-Fe2O3) sont ainsi de très bons candidats car ils sont métabolisés par le corps 

et sont connus pour leur biocompatibilité (Ling and Hyeon 2013; Samadishadlou et al. 2018). Le nickel 

ou le cobalt sont plus toxiques (Ermolli et al. 2001) mais peuvent être utilisés en étant recouverts d’or 

(Dreaden et al. 2012; Shukla et al. 2005) ou de polyélectrolytes (Hartmann and Krastev 2017), ce qui 

permet d’assurer la biocompatibilité des particules. L’avantage de ces métaux est qu’ils ont une 

susceptibilité magnétique plus forte. Un champ d’amplitude plus faible peut donc être utilisé.  

Dans le but de viser spécifiquement une cible ou d’augmenter les propriétés de dispersion des particules, 

une fonctionnalisation de la surface des particules peut être nécessaire (Bodhinayake, Ottenhausen, and 

Boockvar 2014; Hadjipanayis et al. 2010). Le dépôt d’une couche d’or sur les particules permet un 

greffage simple de molécules thiolées tout en apportant de la biocompatibilité (Prats-Alfonso and 

Albericio 2011).  

La taille des particules doit être choisie en faisant un compromis entre une taille assez petite pour une 

utilisation in-vivo et assez grande pour obtenir un effet mécanique sur les cellules. En effet, la taille des 

particules destinées à être injectées par voie intraveineuse doit être suffisamment petite pour traverser 

les pores des vaisseaux sanguins et pénétrer dans les tissus (Hobbs et al. 1998; Decuzzi et al. 2010). 

Quelle que soit la méthode d’injection choisie, la taille des particules est limitée par le dispositif 

d’injection, la diffusion dans la tumeur et les interactions avec les cellules.  

La forme des particules est choisie en fonction du matériau utilisé pour atteindre des propriétés 

magnétiques bien précises. Par exemple, les particules présentant une faible rémanence seront préférées. 

En effet, cette propriété permet aux particules en suspension de se redisperser après l’application d’un 

champ magnétique (Leulmi et al. 2013). C’est notamment le cas des SPIONs qui présentent une 

rémanence nulle grâce à leurs propriétés superparamagnétiques. Une rémanence faible peut aussi être 

obtenue avec le contrôle de la forme et de la taille des particules (Guslienko et al. 2001; Vemulkar et al. 

2015). SAUT DE LIGNE 
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Afin d’induire une vibration ou une oscillation des particules, le champ magnétique doit être rotatif ou 

alternatif d’amplitude au moins égale au champ de saturation des particules, de préférence. La fréquence 

est choisie inférieure à 100 Hz pour que l’amplitude de l’oscillation des particules soit suffisante pour 

appliquer un stress mécanique aux cellules. 

 

La technique que nous étudions étant multidisciplinaire et relativement récente, les termes utilisés pour 

la désigner diffèrent énormément entre les publications. En effet, certains parlent de magnétolyse, de 

thérapie par actionnement ou stimulation magnéto-mécanique, de magnéto-actionnement, d’induction 

non chimio-toxique de la mort des cellules, de destruction mécanique de tumeur, d’effets non induits 

par la température, de vibrations ou d’oscillations de particules magnétiques par l’application d’un 

champ non-chauffant qui peut être rotatif ou alternatif à faible fréquence. Cette multitude de termes 

utilisés rend l’étude de la bibliographie assez complexe et les citations d’articles montrent bien ces 

lacunes. Pour la suite du manuscrit, nous avons choisi d’utiliser le terme de traitement par effet magnéto-

mécanique de particules (TEMMP) qui fait à la fois référence à la source magnétique du stimulus, mais 

aussi à la réponse mécanique de la particule qui va agir sur la cellule. 

 

La diversité rencontrée dans le vocabulaire utilisé est aussi très présente dans les paramètres choisis par 

les différentes équipes travaillant sur le sujet. En effet, le type de particules ainsi que leur 

fonctionnalisation, le champ appliqué et les cellules cancéreuses choisies diffèrent énormément selon 

les articles, montrant l’étendue des possibilités. Le Tableau 1 répertorie les paramètres principaux 

utilisés dans ces études et met ainsi en avant leur hétérogénéité. Bien que le maximum ait été fait pour 

regrouper le plus grand nombre de publications sur le sujet, il est possible que certaines soient 

manquantes, compte-tenu de la difficulté de faire des recherches par mots-clés. 
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Tableau 1 : Récapitulatif des propriétés des particules et du champ appliqué utilisés dans la littérature pour un 

traitement par effet magnéto-mécanique de particules 

 Diamètre Longueur Matériau Fonctionnalisation Chimio Dispositif 

(Shen et al. 2017) - 62nm Zn-IO1 
DA-PAA-PEG + 

EGF peptide 
- Agitateur magnétique 

(Fung et al. 2008) 200nm 4,4µm Ni - - Agitateur magnétique 

(Liu et al. 2012) 100nm 1µm C + 2 - - Agitateur magnétique 

(Wang et al. 2013) 80nm 580nm Oxyde de fer silice - Aimant oscillant 

(Cheng et al. 2014) 250-120 200nm Fe3O4 - - Electroaimant 

(Contreras et al. 2015) 35nm 4µm Ni - - Bobine 

(Kilinc et al. 2015) 254nm 1,98µm Fe-Au PEG+HRG Oui3 Electroaimant 

(Martínez et al. 2016) 30-40nm 6,4 µm Fe BSA, APTES Oui4 Electroaimant 

(Wong et al. 2017) 
150-

350nm 
50-500nm NiFe - - 4 bobines 

(D.-H. Kim et al. 2010) 1µm 70nm Au/NiFe/Au 
anti-human-

IL13a2R 
- Electroaimant 

(Cheng et al. 2015) 2µm 70nm Au/NiFe/Au - - Cylindre Halbach 

(Leulmi et al. 2015) 1,3µm 80nm Au/NiFe/Au anti-hCA9 - Agitateur magnétique 

(Muroski et al. 2016) 2µm 60nm SAF5 - - 
Cylindre Halbach 

 

(Zamay et al. 2016) 500nm 60nm Au/Ni/Au AS-9 et AS-14 - Bobine 

(Mansell et al. 2017) 2µm 
118nm 

70nm 

SAF5 ou 

Au/NiFe/Au 
- - Cylindre Halbach 

(S. H. Hu and Gao 2010) 180nm - Oxyde de fer PS16-b-PAA10 - Agitateur magnétique 

(Cho et al. 2012) 15nm - Zn-IO Ab for DR4 - 2 aimants 

(Domenech et al. 2013) 61±29nm - Oxyde de fer CMDx+EGF 
- 

 
Bobine 

(Wang et al. 2013) 0,2-2µm  Oxyde de fer APTES - Aimant oscillant 

(Cheng et al. 2014) 200nm 
- 

 
Fe3O4 - - Electroaimant 

(E. Zhang et al. 2014) 
0,1-

5,8µm 
- Oxyde de fer Lamp-1 - Des bobines 

(Master et al. 2015) 7-8nm - Oxyde de fer 
PAA(PMA)-PEG ou 

PAA-P85 

 

- 

 

Electroaimant 

(Ju et al. 2016) 40 nm - Fe3O4 - - 

 

Bobine 

 

(Brossel et al. 2016) 100nm - Fe - - 2 aimants 

(Hapuarachchige et al. 2016) 80nm - Oxyde de fer amidon - IRM 

(Vegerhof et al. 2016) 
50-100-

200nm 
- Fe3O4 PEG+C225 Oui6 Electroaimant 

(Li et al. 2017) 30nm  Fe3O4 DMSA - 2 aimants tournants 

(Chiriac et al. 2018) - 10-200nm Fe-Cr-Nd-B - - 4 bobines 

                                                      
1 Zn-IO : Particules d’oxyde de fer dopées au Zink 
2 5% d’impuretés métalliques 
3 Vemurafenib 
4 Doxorubicine 

5 Synthetic AntiFerromagnet composé de : 

Au/(Ta/Pt/CoFeB/Pt/Ru/Pt/CoFeB/Pt)/Au 
6 Cetuximab 
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Tableau 1 (suite) : Récapitulatif des propriétés des particules et du champ appliqué utilisés dans la littérature 

pour un traitement par effet magnéto-mécanique. Le symbole § indique les études réalisées in-vivo.  

Champ Amplitude Fréquence Durée Lignée Type7 

Rotatif 40mT 15Hz 30min*3jours U87 Glioblastome 

Rotatif 240mT 1Hz 20min NIH/3T3 Fibroblaste 

Rotatif 40-75mT 16,7Hz 20min MCF-7 Cancer du sein 

Oscillant 

Ou Gradiant 
160kA/m 2-10Hz 20-60min HepG2 Carcinome hépatocellulaire 

Alternatif   35kHz 
0-10-30-60-

120min 
HeLa8 Métastase 

Alternatif 0,5mT 1-1000Hz 10-30min HCT116 Carcinome colorectal 

Alternatif + 

gradient 
 / 

0,5Hz (1s on 

1soff) 
15min 

MCF7, 

MDA-MB-231 
Cancer du sein 

Alternatif 1mT 10Hz 10min MDA-MB-231 Cancer du sein 

DC, AC uni ou 

bi-axial pulsé 
140Oe 1-20Hz 10min HeLa8 Métastase 

Alternatif 90Oe 10-60Hz 10min N10 Gliome 

Rotatif 1T 20Hz 5-30min U87 Glioblastome § 

Rotatif 30mT 20Hz 45min SKRC59 hCA9 Carcinome rénal 

Rotatif 1T 20Hz 30min*3jours HB1.F3.CD, U87 
Cellules souches neurales, 

Glioblastome 

Alternatif 100Oe 100Hz 10min EAC Cellules Elrich9 § 

Rotatif 1T 20Hz 1min U87 Glioblastome 

Rotatif  / 0,83Hz 15min LNCaP Tumeur de la prostate 

Gradient 0,2T - 2h DLD-1 Cancer du côlon § 

Alternatif 42kA/m 233kHz 1h 
MDA-MB-23 

184-B5 

Cancer du sein 

Glande mammaire saine 

Oscillant 

ou gradient 
160kA/m 2-10Hz 20-60min HepG2 Carcinome hépatocellulaire 

Alternatif  35kHz 
0-10-30-60-

120min 
HeLa8 Métastase 

Alternatif + 

gradient 
30mT 5-20Hz 20min INS1 Insulinome de rat 

Alternatif 

sinusoïdal 

50 or 

100kA/m 
50Hz 

30min ou 

3*(10on+5off) 

MDA-MB-231, 

BT474, 

 MCF10A 

Cancer du sein, 

Carcinome canalaire, 

Glande mammaire saine 

Alternatif 0,7mT 100Hz  

HepG2 

Bel-7402 

HL-7702 

Carcinome hépatocellulaire 

Carcinome hépatocellulaire10 

Cellules hépatiques saines 

Gradient 0,66T - 2h*21jours MDA-MB-231 Cancer du sein § 

Alternatif 9,4T 5,4kHz 60min MDA-MB-231 Cancer du sein 

Alternatif + 

radient  
6,2G 4Hz 15min A431 Cancer de la peau § 

alternatif 0,1-20mT 2-20Hz 1h MCF-7 Cancer du sein § 

Rotatif ou 

gradient 
1-20Oe 

20-50-70-

100Hz 
5-10-15-20min 

HOS, 

NHDF 

Ostéosarcome, 

Cellules saines de peau 

                                                      
7 Cellules humaines sauf contre-indication 
8 Métastase d'un cancer du col de l'utérus 
9 Mouse Elrich ascite adenocarcinoma 

10Une contamination par des cellules HeLa a 

récemment été montrée (Rebouissou et al. 2017) 
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II.3.2. Les particules utilisées 

 

Bien que des particules présentant une anisotropie de forme soient préférables pour agir mécaniquement 

sur les cellules, plusieurs études observent un effet létal par TEMMP sur des cellules cancéreuses en 

utilisant des particules sphériques (E. Zhang et al. 2014; Master et al. 2015; Vegerhof et al. 2016; Ju et 

al. 2016; Li et al. 2017). Les particules utilisées sont principalement des SPIONs disponibles dans le 

commerce. Cependant, de nombreuses études visant à induire un TEMMP avec des nanosphères utilisent 

des fréquences très élevées (supérieures à 10 kHz) (Domenech et al. 2013; D. Cheng et al. 2014; 

Hapuarachchige et al. 2016) ou un gradient de champ (Cho et al. 2012; Brossel et al. 2016). Des 

structures plus complexes sont aussi utilisées pour obtenir des architectures anisotropes. C’est le cas de 

Hu et Gao qui développent des microsphères composées de SPIONs qui se situent dans un seul 

hémisphère de la particule afin de créer une anisotropie (S. H. Hu and Gao 2010).  

En plus des SPIONs déjà très répandues dans le domaine biomédical, les besoins très particuliers de 

cette application font appel à des particules présentant une anisotropie de forme. Des particules en forme 

de disque sont produites dès 2009 aux Etats-Unis et utilisées pour détruire des cellules de gliome 

(Rozhkova et al. 2009; D.-H. Kim et al. 2010). Ces particules sont composées de permalloy (un alliage 

de nickel80%-fer20%) et leur diamètre ainsi que leur épaisseur ont été étudiés pour obtenir un vortex 

magnétique (Guslienko et al. 2001). Cette structure magnétique est celle que nous avons choisie pour 

nos particules, elle sera donc détaillée au chapitre 2. Brièvement, elle permet d’obtenir une faible 

rémanence et une susceptibilité suffisante pour une réponse efficace au champ magnétique tout en 

restant sous un seuil critique, évitant ainsi qu’elles s’agglomèrent (Joisten et al. 2010; Leulmi et al. 2013; 

Goiriena-Goikoetxea et al. 2016; Wong et al. 2017). Ce type de particules a par la suite été utilisé dans 

plusieurs études afin de détruire des cellules de carcinome rénal humain (Leulmi et al. 2015), des cellules 

d’adénocarcinome et des cellules de glioblastome (Muroski et al. 2016). Elles ont aussi été utilisées pour 

les premiers essais in-vivo de cette méthode (Y. Cheng et al. 2015; Zamay et al. 2016). Des particules 

en forme de disque mais composées de multicouches avec un comportement antiferromagnétique (SAF 

pour Synthetic AntiFerromagnets) ont été étudiées (W. Hu et al. 2008; Vemulkar et al. 2015). Ces 

particules ont l’avantage d’avoir une aimantation hors du plan qui leur permet de s’aligner avec le champ 

dans les trois directions de l’espace. Une expérience comparative a montré que les particules SAF à 

aimantation perpendiculaire induisaient un meilleur effet que les vortex de permalloy après l’application 

d’un champ magnétique rotatif pendant 1 min (Mansell et al. 2017). Des particules SAF avec une 

aimantation dans le plan ont aussi été étudiées (Joisten et al. 2010). 

Les nanofils ou nanotubes ont une anisotropie de forme accrue qui leur confère une haute susceptibilité 

mais aussi une aimantation rémanente proche de 100 % de Ms (Ivanov, Vázquez, and Chubykalo-

Fesenko 2013) en fonction du rapport diamètre / longueur. Cette caractéristique va entraîner une 
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agrégation des particules après application du champ. La première utilisation des nanofils pour un effet 

magnéto-mécanique a été testée sur des cellules de cancer du sein (Liu et al. 2012). Il s’agissait de 

nanotubes de carbone, composés à 5% d’impuretés métalliques qui donnent aux nanofils leurs propriétés 

magnétiques. La formation d’amas a été observée lorsque les particules sont soumises à un champ 

magnétique. Des nanofils de Ni ont été utilisés sur des cellules de carcinome colorectal (Contreras et al. 

2015). Ces particules sont saturées pour un champ inférieur à 250 mT et comportent, comme attendu, 

une très forte rémanence (environ 75 % de Ms). Des nanofils de fer et d’oxyde de fer ont aussi été testés 

(Martínez-Banderas et al. 2016; D. Cheng et al. 2014). Pour permettre deux types de fonctionnalisation 

sur une même particule, des nanofils de fer avec une extrémité en or ont été synthétisés (Kilinc et al. 

2015). Ce type de particules caractérisées par différentes propriétés de surface s’appellent des particules 

Janus. Dans une approche faisant varier la longueur et le diamètre de particules cylindriques, Wong et 

al. ont étudié l’influence de l’anisotropie de forme. Pour un diamètre variant de 150 à 350 nm, les 

particules de longueur inférieure à 100 nm ont une structure en simple vortex, en accord avec les 

caractéristiques des particules en forme de disque. Pour une longueur entre 100 et 300 nm, une structure 

en double vortex apparait, puis évolue vers une structure en triple vortex pour des longueurs supérieures 

à 300 nm, cas proche de particules en forme de nanofils (Wong et al. 2017). Une forte augmentation de 

la susceptibilité est observée pour des particules en forme de nanofils (d = 150 nm pour l > 400 nm). 

Cependant cette augmentation est associée à une hausse de l’aimantation à rémanence. Les calculs de la 

force appliquée sur les cellules montrent une force induite de l’ordre de quelques dizaines de pN, 

suffisante pour provoquer l’apoptose des cellules quel que soit le diamètre, mais tout de même plus 

importante pour des particules en forme de nanofils (Wong et al. 2017). Dans une étude comparant des 

particules en forme de bâtonnets (d = 50-120 nm et l = 200 nm) à des particules sphériques (d = 200 nm) 

d’oxydes de fer, les auteurs montrent une meilleure efficacité avec les bâtonnets (D. Cheng et al. 2014). 

Wang et al. ont également comparé des bâtonnets (d = 80 nm et l = 580 nm) à des particules sphériques 

(d = 0,2 – 2 µm) et ont eux aussi observé un meilleur effet avec les bâtonnets (Wang et al. 2013). Cela 

confirme l’importance de l’anisotropie de forme des particules pour appliquer un stress mécanique 

suffisant sur les cellules. 

 

Bien que les disques, les particules sphériques et les nanofils soient les trois formes les plus utilisées 

dans cette application, des particules cubiques de fer dopées avec du zinc ont également été étudiées 

(Shen et al. 2017). Cependant les auteurs ont observé une agrégation des particules en forme de chainette 

lors de l’application du champ magnétique, ramenant la situation au cas de particules en forme de 

nanofils. Dans une approche similaire, des SPIONs sont soumis à un champ magnétique qui entrainent 

la formation de nanochaînes pendant qu’une coque de silice est déposée pour fixer la structure (Kralj 

and Makovec 2015). Contrairement aux nanofils, ces structures ont l’avantage de conserver leur 

propriété superparamagnétique et présentent une très faible rémanence. Des particules de FeCrNdB 
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produites par broyage à billes ont été utilisées pour la première fois pour un TEMMP (Chiriac et al. 

2018). Cette technique de fabrication consiste à broyer une poudre métallique pour obtenir des particules 

de forme anisotrope et de taille nanométrique. Les particules obtenues ici ont une taille comprise entre 

10 et 200 nm, une faible aimantation à rémanence et une forte susceptibilité. L’inconvénient est une plus 

grande disparité en taille et un contrôle moins précis des propriétés des particules. La pureté de la poudre 

initiale est aussi très importante pour éviter les contaminations par d’autres métaux. 

 

II.3.3. Application du champ 

 

De même que pour les particules, il existe une grande diversité de champs appliqués pour un TEMMP 

tant au niveau des paramètres choisis que des dispositifs utilisés (Tableau 1). Une représentation 

schématique des différents dispositifs est présentée en Figure 6.  

 

Figure 6 : Schémas simplifiés des dispositifs d’application du champ. A/ Agitateur magnétique composé de deux 

aimants à l’extrémité d’une baguette en rotation. Vue du dessus. B/ Noyau en ferrite entouré de fil de cuivre 

traversé par un courant alternatif sinusoïdal. C/ Système composé de 4 bobines alimentées par un courant 

sinusoïdal alternatif. L’amplitude, le déphasage et la fréquence du courant appliqué peuvent être choisi pour créer 

au centre des 4 bobines un champ alternatif ou rotatif. D/ Une bobine alimentée par un courant alternatif qui 

permet de créer un champ magnétique alternatif à l’intérieur ou sur la bobine. Les boucles représentent la 

direction du champ magnétique. E/ Système composé de deux aimants permettant de créer un champ constant 

relativement homogène. F/ Cylindre de Halbach composé dans cet exemple de 8 aimants permanents pour 

l’application d’un champ homogène au creux du cylindre. Le champ rotatif est obtenu par la mise en rotation du 

cylindre. 
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La première méthode d’application du champ a été l’utilisation d’agitateurs magnétiques du commerce 

ou fait-maison, traditionnellement utilisés pour l’agitation de mélanges à l’aide d’un barreau aimanté 

(Fung et al. 2008; Liu et al. 2012; Leulmi et al. 2015; Shen et al. 2017). Composés de deux aimants 

disposés à chaque extrémité d’une baguette en rotation, la vitesse de rotation peut être augmentée jusqu’à 

2000 rpm selon les modèles (Figure 6A). L’avantage de ces dispositifs est qu’ils sont peu couteux et 

déjà présents dans la plupart des laboratoires de chimie ou de biologie. L’inconvénient majeur est une 

inhomogénéité du champ appliqué. En effet, une cartographie du champ réalisée sur un agitateur 

magnétique du commerce (Morcrette 2016) montre que, sur la trajectoire circulaire des aimants, le 

champ subi est perpendiculaire au plan de l’agitateur et d’une valeur de 30 mT. Bien que le terme 

« rotatif » soit généralement utilisé pour désigner ce type de dispositif, le champ perçu est en fait pulsé 

le long de la trajectoire. En s’éloignant de la trajectoire de 1 cm vers l’extérieur, l’amplitude du champ 

diminue et une composante parallèle au plan apparait, d’environ 5 mT. Au centre de l’agitateur, le champ 

est parallèle au plan et d’une valeur de 15 mT ; il s’agit bien ici d’un champ rotatif. Dans le reste de la 

littérature, les valeurs de champ appliqué par agitateur magnétique sont données entre 30 et 240 mT 

mais la localisation de la mesure (centre ou trajectoire des aimants) n’est pas indiquée. Ce dispositif ne 

peut donc être utilisé qu’in-vitro, en prenant soin de répartir les cellules à traiter au choix sur la trajectoire 

des aimants pour un champ vertical pulsé, ou au centre de l’agitateur pour un champ horizontal rotatif. 

Dans les deux cas, l’inhomogénéité du champ et le gradient induit sont à prendre en considération. Un 

système basé aussi sur la rotation de deux aimants est utilisé par (Li et al. 2017). Dans ce cas, 

l’échantillon est placé entre l’extrémité de deux baguettes en rotation. Les deux baguettes sont alignées 

et un aimant est placé à l’extrémité de chacune des baguettes, de façon opposée. Le champ appliqué peut 

être ajusté en faisant varier la distance entre les deux baguettes et est d’au maximum 50 mT. 

De nombreuses études sur le sujet utilisent des bobines ou électroaimants pour appliquer un champ 

magnétique alternatif. Le champ peut être appliqué avec un bâtonnet de fer placé entre les puits d’une 

plaque de culture, elle-même enroulée d’un fil de cuivre, pour appliquer un champ de 90 Oe (D.-H. Kim 

et al. 2010) ou en plaçant la plaque de culture sur une bobine (Figure 6D) (Contreras et al. 2015; 

Vegerhof et al. 2016; Ju et al. 2016). Kilinc et al. utilisent quant à eux une pointe de Fe-Co-V enroulée 

de fils de cuivre pour appliquer un champ (amplitude non donnée) (Kilinc et al. 2015). Dans ce dernier 

cas, le champ est appliqué très localement. Le champ produit par ces trois méthodes présente une forte 

inhomogénéité et décroit fortement en s’éloignant de la source de champ. Une autre méthode consiste à 

placer l’échantillon dans l’entrefer d’un noyau en ferrite en forme de U ou C soumis à un courant 

alternatif (Figure 6B). Cette technique a été choisie par D. Cheng et al. à très haute fréquence (35 kHz) 

sur des cellules détachées du support et placées dans un tube (D. Cheng et al. 2014); et par Martínez-

Banderas et al. pour appliquer un champ de 1 mT à 10 Hz (Martínez-Banderas et al. 2016). Cette 

méthode permet d’appliquer un champ homogène dans l’entrefer mais est limitante par l’encombrement 

du dispositif ramené à l’intensité du champ appliqué. Dans une approche différente, les cellules ou la 
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souris sont placées directement au centre du solénoïde pour appliquer un champ de 100 Oe = 10 mT 

(Zamay et al. 2016). Ici encore, le champ appliqué est très faible. Plusieurs dispositifs commerciaux ont 

aussi été utilisés combinant un système d’induction avec un noyau ferromagnétique ou un système 

composé de plusieurs bobines (Domenech et al. 2013; E. Zhang et al. 2014; Master et al. 2015). Le 

champ produit par ces trois systèmes crée un gradient qui est, soit utilisé par certains auteurs, soit évité 

en se plaçant au plus près de la source du champ. L’utilisation de bobines de taille identique et en nombre 

pair, placées autour de la zone d’intérêt permet de créer un champ homogène. On parle dans ce cas de 

bobines de Helmoltz (Figure 6C). Cette configuration a été utilisée pour appliquer un champ pulsé uni 

ou bi-axial de 140 Oe (Wong et al. 2017). L’inconvénient de cette méthode est l’échauffement rapide 

des bobines lorsqu’un fort courant est appliqué, qui nécessite un système de refroidissement. 

Afin d’appliquer un champ qui soit le plus homogène possible, un cylindre de Halbach peut être utilisé 

(Figure 6F). Il s’agit d’un cylindre composé de plusieurs aimants permanents (généralement 8, 12 ou 

16) orientés de façon à produire un champ uniforme au creux du cylindre. A l’aide d’un système de mise 

en rotation, ce cylindre a été utilisé pour appliquer un champ rotatif d’environ 1 T sur des cellules mais 

aussi sur souris (Y. Cheng et al. 2015; Muroski et al. 2016; Mansell et al. 2017). Ce dispositif permet 

d’appliquer des champs plus forts pour un encombrement limité. La fréquence de rotation dépend du 

moteur et du générateur et peut être ajustée selon les besoins. 

Dans une approche innovante, un système préclinique d’IRM est utilisé pour appliquer un gradient pulsé 

(Hapuarachchige et al. 2016). L’avantage principal de cette méthode est la compatibilité pour une 

utilisation en clinique par la suite, les systèmes d’imagerie IRM étant déjà largement répandus dans les 

hôpitaux. Le champ appliqué ici est de 9,4 T à une fréquence de 5,4 kHz. 

Alors que la plupart des études évoquées ici s’intéressent à un mouvement oscillant ou rotatif des 

particules, des études visant uniquement à créer une force par déplacement de particules due à 

l’application d’un gradient ont aussi été réalisées (Cho et al. 2012; Brossel et al. 2016). Pour cela, le 

champ est appliqué en utilisant deux aimants permanents disposés de part et d’autre des cellules ou de 

la souris (Figure 6E). Le champ maximum créé est compris entre 0,2 et 0,66 T. Cependant, dans une 

étude comparant les effets d’un champ oscillant et d’un gradient de champ, une meilleure efficacité a 

été démontrée avec le champ oscillant (Wang et al. 2013). Le champ de 160 kA/m (= 0,2 T) est dans ce 

cas appliqué grâce un aimant, qui est éloigné et rapproché de l’échantillon pour produire le champ 

oscillant. 

 

Nous venons de voir que les dispositifs d’application du champ utilisés pour viser un TEMMP sont très 

variés mais les paramètres d’application du champ diffèrent eux aussi d’une étude à l’autre (Tableau 1). 

L’influence de ces paramètres sur les résultats obtenus est discutée dans la partie suivante. 
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II.3.4. Les effets obtenus 

 

Pour évaluer l’efficacité de cette méthode, les auteurs ont étudié la viabilité cellulaire pour déterminer 

si le TEMMP induisait une diminution du nombre de cellules cancéreuses viables. De plus, certains 

auteurs ont cherché quels mécanismes pouvaient expliquer les effets observés en s’intéressant à la 

perméabilité de la membrane, à l’apoptose des cellules traitées ou encore aux perturbations des 

lysosomes. Il est important de signaler que toutes ces études ont été réalisées sur des modèles cellulaires 

in-vitro classiques en deux dimensions.  

 

Diminution de la viabilité cellulaire 

La plupart des études montrent une diminution de la viabilité cellulaire suite à l’exposition au champ 

magnétique, cependant l’ordre de grandeur est très différent d’une étude à l’autre. Les résultats énoncés 

ci-après sont les meilleurs obtenus, pour chaque publication, lorsque plusieurs conditions ou paramètres 

ont été testés. La viabilité cellulaire est mesurée par différentes techniques : test MTT, test MTS, test 

CCK-8, test LDH, test au Bleu de Trypan, test à l’Iodure de Propidium, test à la résazurine (CellTiter 

Blue et PrestoBlue®), LIVE/DEAD® assay, dont les principes d’action sont brièvement expliqués ci-

après (Riss et al. 2004).  

- Le bleu de Trypan (BdT) rentre dans toutes les cellules, vivantes ou mortes mais est très 

rapidement relargué par les cellules vivantes. Le mécanisme d’exclusion nécessitant de 

l’énergie, seules les cellules pouvant synthétiser de l’adénosine triphosphate (ATP, nucléotide 

fournissant l’énergie nécessaire à de nombreuses réactions chimiques dans la cellule) sont 

capables de faire sortir le bleu de Trypan. Les cellules colorées en bleu sont donc mortes. Ce 

colorant est couramment utilisé avec un hémocytomètre qui permet de compter les cellules 

vivantes et les cellules mortes automatiquement. Cependant, ce comptage automatique n’est pas 

toujours pertinent, notamment lorsque les cellules sont chargées en particules car l’appareil 

compte les amas de particules comme des cellules mortes. Pour utiliser le bleu de Trypan dans 

notre application, un comptage manuel peut être réalisé, en prenant soin de différencier les 

cellules colorées en bleu des cellules chargées en particules qui apparaissent plus foncées au 

microscope. 

- Les tests CCK-8, MTT et MTS sont composés de sels de tétrazolium solubles dans l’eau. Les 

mécanismes d’action de ces tests ne sont pas encore parfaitement connus. Le MTT (bromure de 

3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) est réduit par la NADH (nicotinamide 

adénine dinucléotide (NAD) sous forme réduite) et forme des cristaux de formazan violets non 

hydrosolubles dans les cellules. Le NAD est une enzyme qui intervient dans les réactions 

d’oxydoréduction à l’intérieur des cellules, et notamment dans la chaîne respiratoire qui a lieu 
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dans les mitochondries. Sa concentration est donc reliée à l’activité métabolique des cellules. 

La quantité de formazan formé est donc proportionnelle au nombre de cellules viables par 

l’intermédiaire de l’activité mitochondriale. Le formazan violet formé doit ici être solubilisé par 

un tampon de lyse avant quantification par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 570 

nm. D’après la loi de Beer-Lambert la concentration est proportionnelle à l’absorbance. De 

manière semblable, le WST-8 (2-(2-méthoxy-4-nitrophényl)-3-(4-nitrophényl)-5-(2,4-

disulfophényl)-2H-tétrazolium), présent dans le kit CCK-8, et le MTS (3-(4,5-diméthylthiazol-

2-yl)-5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium) sont réduits et forment 

du formazan de couleur orange soluble dans le milieu de culture. Cela a pour avantage d’éviter 

l’étape de solubilisation des cristaux, nécessaire pour le test MTT. Ces tests permettent donc de 

quantifier l’activité métabolique des cellules. Le nombre de cellules viables est alors 

proportionnel à l’intensité d’absorbance à une longueur d’onde de 490 nm. 

- La résazurine (présente par exemple dans le CellTiter-Blue® ou le PrestoBlue®) de couleur 

bleue est réduite par l’activité métabolique des cellules viables en résorufine qui est rose et 

fluorescente. La quantité de résorufine produite est alors proportionnelle au nombre de cellules 

viables et mesurée par fluorescence pour des longueurs d’onde d’excitation de 569 nm et 

d’émission de 586 nm. 

Alors que les tests présentés jusqu’ici permettent de marquer l’activité des cellules viables, les tests 

suivants sont basés sur la perméabilisation de la membrane cellulaire. De la même façon, ils permettent 

de caractériser l’effet sur les cellules par des différences d’absorbance ou de fluorescence. 

- L’iodure de propidium (IP) est utilisé pour colorer les noyaux des cellules ayant perdu leur 

intégrité membranaire. Il s’agit d’un intercalent de l’ADN et de l’ARN fluorescent. 

- Lors d’un test LDH, la perméabilité de la membrane cellulaire est évaluée par le dosage du 

lactate déshydrogénase (LDH), enzyme cytoplasmique stable présente dans toutes les cellules, 

qui est relarguée hors de la cellule lorsque celle-ci perd son intégrité membranaire. 

- Le 7-AAD (7-aminoactinomycine D) est également un intercalant fluorescent de l’ADN qui 

colore en rouge profond les noyaux des cellules ayant perdu leur intégrité membranaire. 

- Le test LIVE/DEAD® (L/D) utilise deux colorants : l’acétoxyméthyl calcéine (AM) qui marque 

les cellules vivantes et l’homodimère-1 d’éthidium (EthD-1) qui marque les cellules mortes. 

Dans les cellules vivantes, la calcéine AM non fluorescente est convertie par l’activité estérase 

intracellulaire en calcéine à fluorescence verte. L’EthD-1 entre dans les cellules dont les 

membranes sont lésées et se lie à l’acide nucléique augmentant ainsi l’intensité de sa 

fluorescence rouge. 

- Le Bromure d’Ethidium (BrEth) est un produit très toxique, principalement utilisé pour 

l’électrophorèse sur gels d’agarose. Il s’agit d’un intercalant de l’ADN qui ne marque en orange 

foncé que les noyaux de cellules ayant perdu leur intégrité membranaire. 
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Dans certaines études, des comptages au microscope optique du nombre de cellules ont été réalisés pour 

quantifier le nombre de cellules vivantes, en comparant avec un contrôle non traité. Des marqueurs 

peuvent être utilisés sur les noyaux et ainsi différencier les cellules saines des cellules affectées, 

caractérisées par un marquage nucléaire dense et une forme atypique (Kilinc et al. 2015). Une 

quantification de l’intensité lumineuse émise par les cellules exprimant la Luciférase, enzyme catalysant 

la réaction de bioluminescence, a aussi été utilisée pour quantifier le nombre de cellules (Muroski et al. 

2016). 

Il a été démontré que les tests MTT, MTS, LDH et avec résazurine peuvent interférer avec les particules 

(Kroll et al. 2012; Ong et al. 2014) et que les mesures d’absorbance et de fluorescence sont impactées 

par les nanoparticules (Ong et al. 2014). Il est donc nécessaire de réaliser des tests d’interférences 

lorsque l’on travaille en présence de particules pour pouvoir valider les tests. Pour éviter les interférences 

il est préférable de travailler sur le surnageant, lorsque les particules sont assez lourdes pour sédimenter, 

et d’éviter toute mesure de fluorescence, ou d’absorbance en présence de particules. Cependant, la quasi-

totalité des travaux présentés ici ont été réalisés dans des conditions expérimentales avec de possibles 

interférences. Ce phénomène est d’autant plus problématique lorsque le contrôle cellules + particules 

n’est pas montré. L’étude de cette thérapie étant relativement récente, un manque de reproductibilité 

dans les publications est pour l’instant observé. Certains travaux publiés présentent des résultats obtenus 

sur une seule expérience. Il est d’autant plus difficile de comparer les différentes études entre elles, 

certaines en étant au stade de résultats préliminaires et d’autres montrant des résultats statistiquement 

significatifs.  

Les diminutions de viabilité observées par les différents auteurs sont rapportées dans le Tableau 2.  

Tableau 2 : Pourcentage de viabilité après traitement (particules + champ), pour des particules seules ou pour 

des cellules (contrôle). Pour des raisons de clarté, les résultats ont été extrapolés et sont ici exprimés en 

pourcentage de viabilité, excepté les résultats en italique. Dans ce cas, le relargage du LDH est normalisé à 1 

pour des cellules saines, et exprimé en fonction de cette valeur pour les autres conditions. En l’absence de contrôle 

négatif, il n’est pas possible de calculer un pourcentage de viabilité. Le symbole † est utilisé pour indiquer les 

comptages de cellules marquées au bleu de Trypan réalisés avec un hémocytomètre, qui compte les particules 

comme des cellules mortes.  

Référence Condition Test 
Particules 

+ champ 
Particules Contrôle Test 

Particules 

+ champ 
Particules Contrôle 

(Fung et al. 2008)   MTT 11%  100%     

(D.-H. Kim et al. 2010)   LDH ~10% ~90%      

(S. H. Hu and Gao 

2010) 
  BdT 23% 99,50% 100%     

(Liu et al. 2012) 75mT BdT † 70% 92% 100% IP ~80% ~98%  

 40mT BdT † 83% 92% 100% IP ~83% ~98%  

 75mT LDH x1,61 x0,9 x1     

 40mT LDH x1,87 x0,9 x1     

(Cho et al. 2012)   CCK8 ~48% ~95%      
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Tableau 2, suite : 

Référence Condition Test 
Particules 

+ champ 
Particules Contrôle Test 

Particules 

+ champ 
Particules Contrôle 

(Wang et al. 2013) Nanofil BdT 65-70% ~95%      

 sphère BdT ~70% >95%      

(Domenech et al. 2013) NP+EGF Resaz. ~70%  100% 
 

   

 NP Resaz. ~120%  100%     

 NP+EGF Resaz. ~100%  100% 
 

   

 NP Resaz. ~100%  100%     

(E. Zhang et al. 2014) NP fonction. 7-AAD 98,69%  100%     

 NP 7-AAD 99,27%  100%     

(D. Cheng et al. 2014) bâton 1h BdT ~76% ~93%  MTT ~70% 100%  

 bâton 2h BdT ~60%   MTT ~70%   

 sphère 1h BdT ~89% ~95%  MTT ~92% 100%  

 sphère 2h BdT ~85%   MTT ~88%   

(Contreras et al. 2015) 1kHz, 30 min MTT ~62%  100% LDH ~66%  ~88% 

 1Hz, 30 min MTT ~67%   LDH ~66%  ~88% 

(Master et al. 2015) Cancer du sein MTT ~50% ~95%      

 Cancer du sein MTT ~25% ~85-95%     

 Cellules saines MTT ~82% ~95%      

(Y. Cheng et al. 2015)   MTT 40% 80% 100% 7-AAD ~13%   

(Kilinc et al. 2015) 0,5Hz optique ~50%  ~97%     

(Leulmi et al. 2015)   BdT † ~20% - 100%     

(Muroski et al. 2016) NSC MTT 25% 58%      

 Glioblastome Lucif. ~37%  100%   

(Martínez- et al. 2016) NP +doxo. Resaz. ~27% ~37% ~100%     

 NP Resaz. ~65% ~95% ~100%     

(Hapuarachchige et al. 

2016) 
  MTS ~73% ~95-97%     

(Vegerhof et al. 2016)   BdT ~49% - 100%     

(Zamay et al. 2016) avec AS9-14 BdT ~10%  ~70%     

 sans BdT ~35%  ~70% 
 

   

 avec AS9-14 BdT ~70%  ~80% 
 

   

 sans BdT ~60%  ~80%  

 

  

(Wong et al. 2017) 1-5Hz BdT † ~50% - ~87% Resaz. ~73%  100% 

 1-5Hz BrEth ~60%  ~92%     

(Li et al. 2017) 20HZ 20mT MTT ~75% >95%      

(Mansell et al. 2017) Vortex, 1min BdT ~88%  ~99%     

 SAF, 1 min BdT ~38%  ~99%     

(Shen et al. 2017) j1 CCK8 ~65% ~130%  IP ~43% ~98% ~98% 

 j2 CCK8 ~40% ~80%      

 j3 CCK8 ~10% ~50%      

(Chiriac et al. 2018) 20Hz 20min MTT ~55%  ~95%     

 

Cancer du sein 

Cellules saines 

Hépatocytes 

Ascites 
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Le Tableau 2 montre la grande diversité de résultats obtenus selon les études. Bien que non quantifiée, 

une diminution significative de la viabilité cellulaire après TEMMP a aussi été observée par un test 7-

AAD (Muroski et al. 2016) et par un test LIVE/DEAD (Hapuarachchige et al. 2016).  

Il est difficile de faire un lien entre les effets obtenus et les paramètres choisis. Cependant, certaines 

études ont comparé les effets obtenus en fonction des paramètres d’application du champ. 

 

Influence des paramètres d’application sur la viabilité cellulaire 

Concernant la fréquence du champ, la plupart des études sont réalisées à fréquence faible, entre 10 et 50 

Hz. Quelques études ont aussi testé des fréquences très faibles entre 0,5 et 5 Hz (voir Tableau 1). Ces 

fréquences faibles sont à opposer aux fréquences très élevées (supérieures à 1 kHz) utilisées dans 

certaines études, qui correspondent aux fréquences couramment employées pour l’hyperthermie 

magnétique. Ces études sont tout de même mentionnées ici car les auteurs se sont intéressés aux effets 

mécaniques induits et ne montrent pas d’élévation de la température pendant l’application du champ. 

Trois études ont étudié l’influence de la fréquence en gardant les autres paramètres constants. Dans la 

première réalisée en 2010, les auteurs montrent un meilleur effet pour des fréquences de 10 et 20 Hz 

avec ~90 % de mortalité. L’effet obtenu est plus faible pour 40 Hz (~75 % de mortalité), 

significativement diminué pour 50 Hz (~25 % de mortalité) et nul pour 60 Hz (D.-H. Kim et al. 2010). 

Des fréquences plus faibles (de 1 à 20 Hz) ont récemment été étudiées et montrent une augmentation 

légère de l’effet quand la fréquence diminue (Wong et al. 2017). En effet, la viabilité cellulaire est de 

~73 % pour une fréquence de 1 Hz et de ~80 % pour une fréquence de 10 Hz. Cependant ces résultats 

sont en contradiction avec ceux de Li et al. publiés la même année. Les auteurs ont étudié des fréquences 

de 2 à 20 Hz et montrent un meilleur effet pour une fréquence de 20 Hz avec environ 75 % de viabilité 

après traitement (Li et al. 2017). De même, Wang et al. montrent un meilleur effet pour une fréquence 

de 10 Hz comparé à des fréquences de 2 et 5 Hz. Des fréquences supérieures à 20 Hz ont été étudiées 

par Chiriac et al. en 2018. Ils montrent un meilleur effet du traitement pour une fréquence de 50 Hz avec 

~68 % de viabilité, comparé à des fréquences de 20, 70 et 100 Hz qui donnent des viabilité d’au 

minimum 75 % (Chiriac et al. 2018). Dans une étude sur des cellules de cancer colorectal, une fréquence 

très faible (1 Hz) a été comparée à une fréquence beaucoup plus élevée (1 kHz), mais avec un champ 

appliqué de 0,5 mT alors que le champ de saturation des particules est de 250 mT (Contreras et al. 2015). 

Les auteurs concluent à un meilleur effet lors d’un traitement à 1 kHz avec ~62 % de viabilité contre 

~67 % pour un traitement à 1 Hz. Cependant, les figures présentées pour le test MTT ne montrent pas 

de différence significative entre les deux fréquences. La similarité de l’effet obtenu avec ces deux 

fréquences très différentes amène la question des mécanismes impliqués. En effet il est possible que les 

particules soumises à chacune des fréquences soient efficaces pour provoquer un effet létal, mais par 

l’intermédiaire de mécanismes bien différents. SAUcT DE LIGNE 
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Le temps d’application du champ varie de 1 min à 2 h et est parfois répété plusieurs jours d’affilée (voir 

Tableau 1). Dans une étude publiée en 2015, le champ est appliqué in-vitro pendant 5 ou 30 min (Y. 

Cheng et al. 2015). Les auteurs montrent sur une unique expérience un effet quasi-identique (89,3 % et 

87 % de viabilité, respectivement) entre ces deux durées sur la viabilité cellulaire après traitement. En 

revanche, dans leur étude in-vivo, le champ appliqué est de 1 h, répété quotidiennement pendant 1 

semaine. Dans une autre étude in-vitro à haute fréquence, la durée de traitement est variée entre 10 et 

120 min et les auteurs montrent une diminution de la viabilité cellulaire plus importante pour des durées 

d’exposition croissantes, qui atteint 30 % de diminution pour 1 et 2 h de traitement (D. Cheng et al. 

2014). De même, une comparaison entre 10 et 30 min de traitement montre un meilleur effet in-vitro 

pour 30 min (Contreras et al. 2015), bien que le meilleur effet obtenu soit une diminution de la viabilité 

cellulaire de 5%, ce qui est très faible. Des durées d’exposition inférieures à 20 min ont aussi été testées 

(Chiriac et al. 2018; Vegerhof et al. 2016) et font apparaitre une relation linéaire entre la viabilité 

cellulaire et le temps d’exposition. En conclusion, la viabilité cellulaire diminue avec le temps 

d’exposition au traitement. Cet effet semble saturer au-delà de 1 h de traitement.  

En répétant le traitement quotidiennement (champ à 20 Hz pendant 20 min), Zhang et al. montrent une 

croissance moins rapide des cellules que pour les contrôles (E. Zhang et al. 2014). Néanmoins 

l’expérience n’a pas été réalisée avec un traitement unique pour comparaison. De même, Muroski et al. 

montrent une diminution de la viabilité après trois traitements (champ à 20 Hz pendant 30 min), mais 

sans comparaison avec un traitement unique (Muroski et al. 2016). 

 

Un mode « pulsé » a été testé par (Master et al. 2015). Le champ est appliqué pendant 10 min puis arrêté 

pendant 5 min, pour une application totale de 30 min. Une diminution plus significative de la viabilité 

cellulaire a été observée par rapport à une application du champ continue. Sur deux types de lignées 

cellulaires, la viabilité est de ~25 et ~50 % en mode pulsé contre ~50 et ~100 % en mode continu pour 

une concentration en particules de 0,05 g/l. 

 

Perturbation de la membrane cellulaire 

Les altérations de la membrane cellulaire mesurées par les différents tests présentés ci-dessus ont pu être 

observées directement dans une étude s’intéressant particulièrement à cet aspect. Liu et al. montrent une 

augmentation de la rugosité de la membrane par Microscopie à Force Atomique après l’application d’un 

champ de 75 mT à 16,7 Hz pendant 20 min (Liu et al. 2012). Avec une approche innovante, Muroski et 

al. utilisent des cellules souches neuronales (NSC) comme véhicule pour transporter les particules vers 

les cellules cancéreuses et appliquent ensuite un champ magnétique rotatif pour libérer les particules. 

Ils observent que les cellules U87 sont marquées positivement au 7-AAD (non quantifié) après 
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seulement 30 s d’application du champ et espèrent ainsi que les cellules de glioblastome seront capables 

d’internaliser les particules libérées par les NSC (Muroski et al. 2016). La perméabilisation de la 

membrane a aussi été étudiée à l’aide de bromure d’éthidium. Wong et al. montrent, sur une unique 

expérience, jusqu’à 40 % de cellules marquées au bromure d’éthidium après l’application d’un champ 

de 140 Oe = 14 mT à 1, 2 ou 5 Hz pendant 10 min (Wong et al. 2017). Les auteurs émettent ici 

l’hypothèse que la perméabilisation de la membrane serait due à un stade d’apoptose tardive. Cependant, 

en l’absence de preuves d’apoptose précoce, la ou les causes de la perméabilisation de la membrane 

peuvent être multiples.  

 

Déclenchement de l’apoptose 

Parmi les études ayant cherché à déterminer les mécanismes impliqués, la première hypothèse étudiée 

concerne le déclenchement de l’apoptose des cellules cancéreuses. En 2010, Kim et al. montrent par un 

test TUNEL que 60 % des cellules (compté sur 1000 cellules) sont marquées positivement pour 

l’apoptose après l’application d’un champ AC de 90 Oe = 9 mT à 20 Hz pendant 10 min (D.-H. Kim et 

al. 2010). Le test TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) est basé sur 

l’enzyme TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) qui reconnait les groupes terminaux 3’-OH 

libérées lors de la dégradation de l’ADN. Cependant ces résultats n’ont été obtenus que sur 6 puits, avec 

un système d’application du champ très local. Des résultats similaires, bien que non quantifiés, ont par 

la suite été obtenus en 2012 par Cho et al. qui présentent des images de fluorescence témoignant de 

l’activation en cascade des caspases 8 – caspases 3 – inversion de la membrane puis apoptose tardive 

par l’application d’un champ continu de 0,2 T pendant 2 h (Cho et al. 2012). En revanche, Zhang et al. 

qui se sont aussi intéressés à l’apoptose des cellules après traitement n’obtiennent une augmentation de 

l’apoptose de seulement ~7 % par un marquage à l’annexine 5 après l’application d’un champ de 30 mT 

à 20 Hz pendant 20 min. Ils concluent tout de même que le taux élevé de cellules en apoptose impacte 

la prolifération cellulaire (E. Zhang et al. 2014). En 2015, l’apoptose des cellules après l’application 

d’un champ de 1 T à 20 Hz pendant 5 min est de nouveau étudiée par un test TUNEL. Le comptage des 

cellules marquées positivement augmente d’environ 30 % de l’apoptose après l’application du champ 

magnétique (Y. Cheng et al. 2015). Par un test de cytométrie en flux de cellules marquées à l’annexine 5, 

Leulmi et al. montrent lors d’une unique expérience une augmentation de 30 % après l’application d’un 

champ de 30 mT à 20 Hz pendant 45 min (Leulmi et al. 2015). Une activation des caspases 3 par 

microscopie à fluorescence a aussi été observée lors d’une unique expérience dans cette étude. La 

cytométrie en flux pour le comptage de cellules marquées par l’annexine 5 a aussi été utilisée par Shen 

et al. qui montrent une augmentation d’environ 13 % du nombre de cellules marquées après 30 min 

d’application du champ de 40 mT à 15 Hz (Shen et al. 2017). En utilisant deux marqueurs différents 

(BCL-2, protéine inhibant l’apoptose et BAX, protéine pro-apoptotique) pour une analyse par 

cytométrie en flux, Ju et al. montrent que 18 à 22% des cellules cancéreuses sont en apoptose après 
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traitement contre 3% pour la lignée de cellules saines (Ju et al. 2016). L’application du champ sans 

particules provoque aussi une augmentation du nombre de cellules en apoptose jusqu’à 7 %. Ce 

phénomène a été confirmé en étudiant par Western Blot le ratio de protéines BCL-2:BAX qui diminue 

après traitement, témoignant d’une plus grande quantité de protéines pro-apoptotiques. Bien que non 

quantifiée, le caractère apoptotique des cellules après traitement a aussi été reporté par une augmentation 

d’intensité du marqueur nucléaire Hoechst 33258 (Li et al. 2017). 

 

Perturbation des lysosomes 

Les lysosomes sont des vésicules de transport impliquées dans la digestion cellulaire. Plusieurs études 

se sont intéressées aux lysosomes et, en particulier, à la perméabilisation de la membrane lysosomale 

(LMP). C’est notamment le cas de Domenech et al. qui s’intéressent aux effets mécaniques induits lors 

du traitement par hyperthermie magnétique et montrent une augmentation de 30 % du nombre de cellules 

présentant une perméabilisation de la membrane lysosomale par un marquage à l’Acridine Orange, et 

de 8 % du nombre de cellules avec rupture de la membrane lysosomale par suivi de l’activité des 

cathepsines B (Domenech et al. 2013). Les cathepsines sont des enzymes protéolytiques présentes dans 

les compartiments lysosomaux qui peuvent être relarguées dans le cytoplasme en cas de rupture de la 

membrane lysosomale. Dans une approche ciblant spécifiquement les lysosomes à l’aide de l’anticorps 

LAMP1, Zhang et al. démontrent eux aussi une perméabilisation des compartiments lysosomaux par la 

diminution d’intensité des marqueurs LysoTracker et LysoSensor Green, mais aussi une diminution 

significative de la taille des lysosomes après l’application d’un champ de 30 mT à 20 Hz pendant 20 

min (E. Zhang et al. 2014). Cette perturbation des lysosomes a été confirmée par Shen et al. par le 

marquage des galectines et par l’étude d’images obtenues par microscopie électronique à transmission 

(TEM) après l’application d’un champ pendant 30 min à 15 Hz (Shen et al. 2017). Cependant, dans une 

autre étude, Master et al. ne trouvent pas de preuves de perturbation lysosomale ni de perméabilisation 

de la membrane lysosomale par marquage de LysoTracker Green et Acridine Orange après l’application 

d’un champ de 50 kA/m = 63 mT à 50 Hz en régime pulsé (3 x 10 min) (Master et al. 2015). 

 

Autres effets 

Détachement des cellules 

Par observation au microscope optique, Hapuarachchige et al. sont témoins du détachement des cellules 

du fond des puits après l’application du champ (Hapuarachchige et al. 2016). Ce phénomène est aussi 

évoqué par Muroski et al. qui émettent l’hypothèse que ce détachement serait dû à la mort des cellules 

(Muroski et al. 2016). Le détachement des cellules suite au traitement peut être problématique pour les 

tests effectués sur les cellules en fond de plaque juste après le traitement. En effet, les cellules en 
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suspension dans le surnageant ne seraient pas comptabilisées. De plus, un tel effet étant spécifique à un 

test in-vitro en 2D, la pertinence de ce modèle pourrait être remise en question. 

 

Perturbation du cytosquelette 

L’impact du traitement sur le cytosquelette des cellules a été étudié en s’intéressant plus particulièrement 

à l’actine. Lorsqu’elle est liée à l’ATP, cette protéine forme des filaments qui composent le squelette de 

la cellule. Une perturbation du cytosquelette a été observée suite à l’application du champ en présence 

de particules (Master et al. 2015). De manière intéressante, les auteurs montrent que l’effet létal du 

traitement dépend des propriétés mécaniques des cellules, ce qui explique que les cellules cancéreuses 

soient plus affectées par le traitement que les cellules saines. En effet, les cellules cancéreuses sont 

moins rigides que les cellules saines. L’utilisation de Cytochalasine D pour diminuer la rigidité des 

cellules montre que des cellules saines dont les propriétés mécaniques ont été modifiées deviennent 

vulnérables au stress mécanique induit par le mouvement des particules. 

 

Echanges ioniques  

En mesurant le courant électrique sortant des cellules, Ju et al. montrent que l’application du champ 

magnétique, seul ou en combinaison avec des particules magnétiques, réduit l’entrée d’anion dans les 

cellules (réduction d’environ 40-43 % pour le champ seul et 54-57 % pour le champ avec particules) (Ju 

et al. 2016). L’effet est significativement moins important sur des cellules saines. L’impact d’une 

stimulation mécanique de particules sur les échanges ioniques cellulaires avait déjà été observé (Mannix 

et al. 2008; Dobson 2008; Hughes et al. 2008). 

 

Stress oxydant 

Les dérivés réactifs de l’oxygène (ROS pour Reactive Oxygen Species) sont des espèces chimiques qui 

provoquent un stress oxydant sur les cellules lorsque leur concentration augmente. Une augmentation 

de la production de ROS après application du champ à très haute fréquence a été observée (Domenech 

et al. 2013) et corrélée avec la perméabilisation de la membrane lysosomale.  

 

Suractivation des protéines ERK 

La phosphorylation (addition d’un groupe phosphate) des ERK (Extracellular signal-regulated kinases) 

suite à l’application du champ magnétique en présence de particules a été étudiée (Kilinc et al. 2015). 

Les protéines ERK sont des kinases qui activent d’autres protéines en y ajoutant un groupement 
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phosphate. Une suractivation de ces protéines entraine l’arrêt du cycle cellulaire. Les auteurs montrent 

une phosphorylation plus importante de ces protéines suite au traitement conduisant à la mort cellulaire.  

 

II.3.5. Etudes in-vivo 

 

Plusieurs auteurs étudiant le TEMMP ont effectué des tests in-vivo, étape nécessaire pour la validation 

de l’efficacité de ce traitement. Les études menées sont résumées dans le Tableau 3 et détaillées ci-après. 

Les détails relatifs aux particules et à l’application du champ peuvent être revus dans le Tableau 1 en 

page 42. 

Tableau 3 : Récapitulatif des études in-vivo de l’efficacité du TEMMP. La colonne « Modèle » indique le modèle 

choisi ainsi que le type et le nombre de cellules utilisés pour l’induction tumorale. La colonne « Injection NP » 

indique tout d’abord le moment de l’injection des particules (J0 correspondant à l’induction tumoral) puis la 

quantité de particules injectées ainsi que la procédure d’injection. Le moment de l’injection est parfois déterminé 

par une condition relative au diamètre D de la tumeur. La colonne « Molécules » indique les molécules 

complémentaires utilisées. La colonne « Champ magnétique » indique tout d’abord le moment de l’exposition. La 

condition peut être le volume V de la tumeur. La durée de l’exposition au champ ainsi que les possibles répétitions 

sont ensuite indiquées. La colonne « Etude » indique le moment de prélèvement des échantillons que les méthodes 

utilisées pour évaluer l’efficacité du TEMMP. L’abréviation HE désigne un marquage à l’hématoxyline-éosine. 

 
Modèle Injection NP Molécules 

Champ 

Magnétique Etude 

(Cho et al. 

2012) 
zebrafish 

J0  24 h après NP De suite après CM 

2,5 ng injectés 

dans le vitellus  

 24 h Angle de la queue 

Apoptose 

(Y. Cheng et 

al. 2015) 

 

Souris athymic nude 

1.105 cellules U87 en 

orthotopique 

(cerveau) 

J0  A partir de J4  

50 NP/cellule 

injectées avec les 

cellules 

 1 h x 7 jours Survie 

Suivi volume via 

Luciférase 

J3  A partir de J4 De suite après CM 

5.106 NP injectées 

en intra-tumoral   

 1 h x 7 jours  Apoptose 

HE 

(Zamay et al. 

2016) 

 

Souris blanche ICR  

1.106 cellules EAC 

dans la cuisse 

J7  1 h après NP 4 h après CM 

2.107 NP / 100 µl 

de PBS injectées 

en intra-tumoral 

AS-9 et 

AS-14 

10 min HE 

(Vegerhof et 

al. 2016) 

 

Souris nude  

2.106 cellules A431 en 

sous-cutané 

D>4-5 mm  2 h après NP Semaine 3 

6 mg de NP dans 

200 µl injectés en 

intraveineux 

Cetuximab 30 min x 7 en 

14 jours 

Suivi volume 

(Brossel et al. 

2016) 

 

Souris BALB/C 

1.107 cellules MDA-

MB-231 en sous-

cutané 

J0  V>0,1-0,2cm3 Temps différents 

5 mg de fer 

injectés avec les 

cellules 

 2 h x 21 jours 

 

Suivi volume 

HE 

(Li et al. 

2017) 

Souris C75BL/6 

1.105 cellules MCF-7 

en sous-cutané 

D>5mm  8 h après NP 24 h après CM 

2 mg en moyenne 

de NP injectés en 

sous-cutané 

 1 h HE 
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En 2012, Cho et al. étudient l’effet de l’application d’un champ magnétique constant de 0,5 T créant 

ainsi un gradient, pendant 24 h sur des nanoparticules sphériques d’oxyde de fer dopées au zinc injectées 

dans des poissons-zèbres (communément appelés zebrafish) (Cho et al. 2012). Les particules, 

fonctionnalisées pour cibler le récepteur DR4 (Death Receptor 4, qui peut être impliqué dans le 

déclenchement de l’apoptose) sont injectées au stade embryonnaire dans le vitellus. Après l’application 

du champ, des altérations morphologiques sont observées au niveau de la queue qui s’est développée en 

formant un angle de 22°. La caspase 3 a été étudiée ici comme marqueur de l’apoptose et une 

augmentation d’un facteur 6 du nombre de cellules positives à la caspase 3 a été observée chez les 

zebrafish soumis au champ magnétique.  

La première étude sur rongeur a été réalisée par Cheng et al. sur un modèle murin de glioblastome par 

greffe orthotopique (les cellules sont injectées dans leur organe d’origine, ici le cerveau) (Y. Cheng et 

al. 2015). En appliquant un champ rotatif de 1 T à 20 Hz pendant 1 h tous les jours pendant 1 semaine, 

les auteurs montrent une augmentation de la survie médiane, passant de 56 jours pour le groupe avec les 

particules seules à 63 jours pour le groupe traité, sans montrer de groupe contrôle avec seulement une 

induction tumorale. Dans une approche préliminaire, les particules en configuration vortex sont ici 

injectées en même temps que les cellules tumorales et le champ est appliqué dès le 4ème jour post-

implantation, alors que les traitements anti-cancéreux sont usuellement testés à partir du 10ème jour, la 

taille de la tumeur augmentant significativement à parti de ce moment (Vo et al. 2009; Klei et al. 2018). 

Une diminution significative du volume tumoral pour 60 % des souris au jour 28 est aussi montrée, en 

utilisant l’intensité de fluorescence de Luciférase. Pour comprendre les mécanismes impliqués, une 

étude histologique a été réalisée sur des coupes de cerveau après un traitement quotidien de 30 min 

pendant 1 semaine, les particules étant injectées ici directement dans la tumeur le 3ème jour, soit 24 h 

avant le début de l’exposition au champ magnétique. Cheng et al. ont montré une augmentation de 19 % 

du nombre de cellules en apoptose. La quasi-totalité des particules sont toujours situées dans la tumeur 

7 jours après leur injection, et aucune particule n’a été retrouvée dans d’autres organes (rein, foie, 

poumons, gros intestin, cœur, vessie, rate, testicules). 

Dans un modèle de tumeur sous-cutanée, Vegerhof et al. montrent une croissance de la tumeur 

significativement réduite après l’application d’un champ non uniforme de 6,2 G = 0,62 mT à 4 Hz 

pendant 30 min, répété 7 jours (Vegerhof et al. 2016). Les particules sphériques de magnétite de 

différentes tailles sont injectées par voie intraveineuse environ 2 h avant l’application du champ. Les 

particules d’un diamètre de 200 nm fonctionnalisées avec un anticorps (cetuximab) visant les récepteurs 

EGF sont les plus efficaces avec une croissance de la tumeur de seulement 32 % après 6 jours de 

traitement comparé à une pousse de 548 % pour le groupe contrôle sans particules avec injection de 

cetuximab seul. Cependant, les cycles d’hystérésis des particules ne sont pas donnés et l’amplitude très 

faible du champ utilisé est surprenante. 
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Egalement dans un modèle sous-cutané, Li et al. observent des changements de morphologie après 

l’application d’un champ magnétique de 1 à 10 mT avec une fréquence variée entre 2 et 20 Hz pendant 

1 h (Li et al. 2017). Les particules sphériques d’oxyde de fer sont ici injectées dans la tumeur sous 

cutanée et l’exposition au champ magnétique est réalisée 8 h après l’injection. L’euthanasie est réalisée 

24 h après et les tissus sont analysés par un marquage Hématoxyline-Eosine (HE) qui permet d’observer 

la morphologie des cellules. Les auteurs montrent que les tissus des groupes contrôles (injection de 

sérum physiologique et exposition au champ ou injection de particules seules) sont normaux alors que 

les tissus soumis à l’injection des particules et au champ magnétique semblent détruits. L’effet est 

maximisé pour la plus haute fréquence (20 Hz) ainsi que pour la plus haute amplitude de champ (20 mT). 

Des tests in-vivo ont été réalisés par Zamay et al. par l’injection de cellules d’adénocarcinome dans la 

cuisse de souris. 1 h après l’injection intra-tumorale des particules (nanodisques de nickel), les souris 

sont soumises à un champ de 100 Oe = 10 mT à 100 Hz pendant 10 min. Les échantillons sont prélevés 

4 h après l’application du champ. L’analyse des coupes histologiques montre que l’injection des 

aptamères AS-9 et AS-14 conduit à la destruction des cellules cancéreuses mais que cet effet est accru 

lors de l’application du champ magnétique (Zamay et al. 2016). Le suivi de la taille de la tumeur par de 

simples photographies lors d’un traitement (injection de particules et/ou aptamères + application du 

champ) répété 3 fois en 3 jours montre que les aptamères seuls ne permettent pas de réduire le volume 

de la tumeur. L’application du champ sur des particules non fonctionnalisées provoque une destruction 

de la tumeur mais aussi des muscles et de l’épithélium causant une nécrose des tissus. Ces phénomènes 

sont aussi visibles après l’application du champ sur des particules fonctionnalisées mais apparaissent à 

partir du 3ème jour de traitement sur l’exemple montré ici. Il est cependant difficile de distinguer la 

tumeur sur les photographies présentées (1 par condition) et l’absence de quantification de taille ou de 

volume ne permet pas de convenablement différencier les effets entre les différentes conditions. 

Dans une approche différente, l’application d’un gradient de champ est étudiée (Brossel et al. 2016). 

Les nanoparticules de fer sont injectées avec les cellules cancéreuses en sous-cutané. Un gradient de 

champ est appliqué à partir du 18ème jour pendant 2 h et répété durant 21 jours. Les auteurs montrent une 

réduction significative du volume de la tumeur, comparé aux contrôles. 
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 Description du projet 

 

L’objectif de cette étude est de développer une nouvelle thérapie pour traiter en particulier le 

glioblastome. Pour cela, nous avons développé des microparticules magnétiques afin de les mettre en 

contact avec les cellules cancéreuses. En appliquant un champ magnétique rotatif, les particules sont 

mises en rotation ou en vibration. L’effet attendu est une diminution de la viabilité cellulaire due au 

stress mécanique ainsi subi par les cellules. 

La diversité de paramètres utilisés dans les différentes études et les résultats obtenus qui ne sont pas 

toujours en corrélation avec ces choix ne permet pas de statuer facilement sur les paramètres optimaux 

à utiliser. En partant de paramètres déjà utilisés dans des études précédentes, nous allons faire varier 

certains des paramètres pour choisir la meilleure combinaison. 

Dans certaines tumeurs, un phénomène nommé effet EPR (pour Enhanced Permeability and Retention 

effect) entraîne une accumulation de certaines molécules dans le tissu tumoral. Cet effet est dû à la 

formation rapide des vaisseaux sanguins à proximité des tissus tumoraux, dont les parois laissent 

pénétrer les éléments inférieurs à 500 nm. Les plus petites molécules traversent rapidement les tissus 

tumoraux et sont de nouveau libérées dans la circulation sanguine alors que les éléments plus gros se 

retrouvent bloqués dans les tumeurs. Certains médicaments ou particules de thérapie sont alors 

naturellement absorbés par les tumeurs. Dans le cas du glioblastome et des cancers du cerveau, la 

barrière hémato-encéphalique ne laisse entrer que les plus petites molécules, et empêchent donc la 

plupart des médicaments ou particules de thérapie d’atteindre la zone tumorale. Les particules que nous 

souhaitons utiliser ne pourraient pas traverser la barrière hémato-encéphalique. Pour cette raison, nous 

envisageons une injection directement au cœur de la tumeur. 

 

Pour maximiser l’effet que peuvent induire les particules sur les cellules, nous choisissons d’utiliser des 

particules de forme anisotrope et présentant une faible rémanence. Le chapitre 2 présente la méthode de 

fabrication des particules par une approche top-down. Le premier choix s’est porté sur des vortex de 

permalloy. Les caractéristiques de ces particules ont ensuite été étudiées. Les questionnements posés au 

cours de l’étude nous ont incités à fabriquer et étudier deux nouveaux types de particules : des particules 

en permalloy de forme elliptique qui garde une configuration en vortex et des particules multicouches 

de Co/Pt à aimantation perpendiculaire en forme de disque. Les caractérisations magnétiques de ces 

particules seront discutées dans le chapitre 2. 

L’étude in-vitro de l’effet des disques de permalloy sur des cellules de glioblastome humain est 

présentée dans le chapitre 3. Des tests de toxicité ont tout d’abord été effectués pour vérifier que les 

particules seules n’ont pas d’effet létal sur les cellules. Nous avons ensuite étudié les interactions entre 
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les particules et les cellules, et notamment l’internalisation possible des particules par les cellules. Pour 

évaluer l’impact du TEMMP sur les cellules, le champ magnétique rotatif est appliqué grâce à un 

cylindre de Halbach en rotation. Seront présentés l’efficacité du traitement en faisant varier la fréquence, 

l’amplitude du champ, la durée d’application du champ et la quantité de particules. Le devenir des 

cellules les jours suivants le traitement a également été étudié. 

L’étude in-vivo réalisée sur un modèle orthotopique de glioblastome chez la souris nude est présentée 

dans le chapitre 4. Seront d’abord évoqués les problématiques liées à l’injection des particules au sein 

de la tumeur et les mises au point réalisées pour y parvenir. La toxicité de l’injection des particules ainsi 

que l’efficacité du TEMMP sont évalués par des marquages et deux études de survie. Dans une volonté 

d’utiliser un modèle plus pertinent pour définir les paramètres à utiliser, nous avons développé une 

méthode de culture in-vitro 3D pour mimer les propriétés mécaniques du cerveau. La mise au point de 

la méthode ainsi que des pistes d’optimisations du TEMMP seront présentées en fin de chapitre. 

Pour finir, le chapitre 5 permettra de conclure sur cette étude et de proposer des perspectives. 
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 Introduction 

 

La première étape de notre étude consiste en la fabrication des particules magnétiques. Ces particules 

ont été choisies pour répondre à différents critères, nécessaires à leur application in-vitro et in-vivo.  

L’objectif de notre étude étant d’exercer une force mécanique sur les cellules, les particules doivent être 

capables de réagir mécaniquement lors de l’application d’un champ magnétique externe. Dans le cas de 

particules sphériques de composition homogène possédant une faible anisotropie magnétocristalline, 

telles que celles fréquemment utilisées pour des applications biomédicales et très répandues dans le 

commerce, l’application d’un champ magnétique rotatif entrainerait la rotation de l’aimantation de la 

particule à l’intérieur de la particule, sans permettre un réel mouvement de celle-ci. Si la particule 

présente une anisotropie magnétocristalline suffisamment forte, l’application d’un champ magnétique 

rotatif peut entrainer la rotation de la particule sur son axe. Cependant, avec les matériaux 

biocompatibles comme la magnétite ou la maghémite par exemple, et du fait du caractère polycristallin 

de ces matériaux, l’anisotropie magnétocristalline effective des particules est en général faible, ne créant 

qu’une faible force mécanique sur les cellules avoisinantes. Face à ce constat, il est plus efficace de 

travailler avec des particules présentant une anisotropie de forme afin que l’application d’un champ 

magnétique rotatif produise un couple mécanique important sur la particule.  

Le comportement des particules en suspension est un point très important lorsque les particules sont 

utilisées pour des applications biomédicales. En effet, il est nécessaire que les particules ne 

s’agglomèrent pas lorsqu’elles sont dispersées dans un liquide, et qu’elles se redispersent d’elles-mêmes 

après l’arrêt du champ magnétique pour éviter qu’elles ne forment des amas dans les tissus. Ces 

caractéristiques sont reliées à la rémanence qui doit être proche de zéro et à la susceptibilité qui doit être 

inférieure à une valeur seuil, comme nous allons le voir dans les paragraphes suivants. 

Un des critères les plus importants concernant les particules pour des applications biomédicales est leur 

biocompatibilité. Les oxydes de fer, naturellement métabolisés par le corps, sont de très bons candidats 

en termes de biocompatibilité et de biodégradabilité. Cependant, lorsque ceux-ci ne peuvent être utilisés 

et sont remplacés par des matériaux moins biocompatibles, comme c’est le cas dans notre application, 

une solution alternative tel qu’un recouvrement des particules par une couche d’or est une bonne 

alternative.  

Un élément qui peut être intéressant est la fonctionnalisation, spécifique ou non, des particules. La 

fonctionnalisation spécifique correspond au greffage d’éléments chimiques destinés à se lier à des 

antigènes ou récepteurs présents en grandes quantités sur les entités biologiques que l’on cherche à 

cibler. La fonctionnalisation est couramment réalisée sur des surfaces d’or et très bien décrite dans la 

littérature (Dreaden et al. 2012).  
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Concernant la taille des particules, il est nécessaire que les particules soient de taille suffisante pour 

exercer une force suffisante sur les cellules, mais qu’elles ne soient pas non plus trop grosses pour 

permettre leur utilisation in-vitro et in-vivo. Les cellules humaines ont une taille moyenne de 10 à 

100 µm. Dans la littérature discutant une taille de particules adéquates pour des applications 

biomédicales, différents articles s’intéressent particulièrement aux particules injectées en intraveineux. 

En effet, la taille des particules influe sur l’obstruction des vaisseaux (Decuzzi et al. 2010) et la diffusion 

hors des vaisseaux (Hobbs et al. 1998) . Comme cela a déjà été évoqué, la barrière hémato-encéphalique 

empêche aussi aux particules de pénétrer dans le cerveau. Pour cette raison, nous envisageons une 

injection intra-tumorale. Les limites concernant la taille des particules sont alors liées à l’injection des 

particules, à la diffusion dans la tumeur et aux interactions avec les cellules. Nous nous sommes donc 

intéressés à des particules de l’ordre du micron. 

Afin de répondre à toutes ces spécifications, le laboratoire SPINTEC a développé et breveté une 

technique permettant de fabriquer sur substrat de silicium des particules facilement détachables de leur 

support, dont la forme, la taille et les matériaux sont contrôlés précisément (FR2958791 (A1) – 2011-

10-14). 

 

 Fabrication des particules 

 

Les particules magnétiques utilisées dans le cadre de notre étude ont été fabriquées grâce à une technique 

couramment utilisée en microélectronique. Il s’agit d’une approche « top-down » de lithographie 

optique. Le procédé, résumé en Figure 7 et détaillé en annexe I, est réalisé à partir d’un wafer (substrat) 

de silicium qui sert de support et se déroule en trois étapes principales détaillées dans la suite du 

manuscrit : une première étape de lithographie, une étape de dépôt du matériau et une étape de lift-off 

pour enlever les matériaux inutiles. La précision recherchée et la taille nanométrique souhaitée imposent 

que le procédé soit réalisé en salle blanche (Plateforme PTA). Pour maximiser la production de 

particules, des wafers 4 pouces (environ 10 cm de diamètre), correspondant à la taille maximale 

compatible avec les différents outils nécessaires, sont utilisés. Le procédé permet de produire environ 

1 mg de particules par wafer, correspondant à environ 8,3.108 particules. 
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Figure 7 : Schéma de principe du procédé de fabrication des particules ; A/ Dépôt des résines PMMA 2% et ma-

N 2403 ; B/ Insolation de la résine avec un masque ; C/ Développement ; D/ Dépôt des matériaux ; E/ Lift-off à 

l’isopropanol ;  F/ Mise en suspension des particules par dissolution de la PMMA ; G/ Schéma d’une particule à 

la fin du procédé. 

 

Lithographie optique 

L’objectif de cette étape est d’obtenir un réseau de puits sur le wafer qui serviront de moules pour le 

dépôt des particules. Pour cela, deux couches de résine sont déposées à l’aide d’une tournette (Figure 

7A). La première couche sacrificielle est de la PMMA (poly(méthacrylate de méthyle)) à 2 % dans une 

solution aqueuse, plus connue sous le nom de plexiglass. La deuxième résine utilisée est de la ma-N 

2403. Cette résine photosensible est dite négative, c’est-à-dire que les zones insolées se solidifient. Une 

insolation est donc effectuée par un appareil MJB4-Deep UV à une longueur d’onde de 240 nm pendant 

2,2 s en utilisant un masque qui va protéger certaines zones des rayons (Figure 7B). Les zones protégées 

sont en forme de disques de 1,3 µm de diamètre ; elles correspondent au futur emplacement des 

particules. La ma-N 2403 est ensuite développée avec une solution aqueuse de TMAH 

(TetraMethylAmmonium Hydroxide) à 2,38 % (AZ 326 MIF) afin de dissoudre les zones qui n’ont pas 

été insolées, c’est-à-dire les zones en forme de disque (Figure 7C). La surface est nettoyée à l’aide d’un 

jet d’eau pour enlever toute trace de développeur.  

A cette étape, le wafer de silicium est donc recouvert d’une couche de PMMA 2% intacte et d’une 

couche de ma-N 2403 présentant un réseau de puits de 1,3 µm de diamètre et espacés de 3 µm bord à 

bord, de profondeur égale à l’épaisseur de la ma-N 2403, soit environ 300 nm. 
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Dépôt des matériaux par évaporation 

Les puits vont maintenant servir de moules pour les particules. Les trois matériaux sont déposés 

successivement en trois couches : une première couche d’or de 10 nm d’épaisseur, la couche ou 

multicouches de matériau magnétique, et une dernière couche d’or de 10 nm (Figure 7D). Plusieurs 

types de matériaux magnétiques sont étudiés pour cette étude. Nous considérerons tout d’abord les 

couches magnétiques de permalloy (alliage de nickel-fer : Ni80Fe20) de 60 nm, et présenterons plus loin 

l’insertion de différent matériaux magnétiques, tels que des multicouches de CoPt. L’or et le permalloy 

sont déposés par évaporation à une vitesse de 0,25 nm/s. Ce processus consiste à chauffer par 

bombardement électronique une cible de matériau dans une enceinte sous vide pour que le matériau 

s’évapore et se recondense sur le substrat. L’avantage de l’évaporation par rapport à d’autres technique 

de dépôt en phase vapeur (comme la pulvérisation cathodique, par exemple) est que le dépôt est plus 

directif ce qui facilite le remplissage des puits dans la ma-N 2403 et ensuite le lift-off. 

 

Lift-off de la première résine 

Un lift-off avec de l’isopropanol permet de dissoudre la ma-N 2403 sans altérer la couche sacrificielle 

de PMMA, mais aussi d’éliminer les matériaux déposés dessus et donc de révéler les particules 

produites. Les particules sont alors encore attachées à la couche de PMMA sur le wafer et forment un 

réseau de plots (Figure 7E).  

 

Mise en suspension 

Les particules sont finalement mises en suspension par dissolution de la PMMA avec de l’acétone 

(Figure 7F). L’intérêt d’utiliser deux couches de résine est donc de pouvoir dissoudre la couche 

inférieure pour libérer les particules dans un liquide, étape beaucoup plus difficile à réaliser si le matériau 

est déposé directement sur le substrat de silicium. La mise en suspension est réalisée juste avant 

l’utilisation des particules, celles-ci se conservant très bien lorsqu’encore attachées sur substrat.  
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 Caractérisation des particules magnétiques 

 

III.1. Caractérisation physico-chimique 

 

Un Microscope Electronique à Balayage (MEB) est utilisé afin de vérifier la taille et la forme des 

particules. Des exemples d’images obtenues sont donnés en Figure 8. 

 

Figure 8 : Observation par MEB des particules A/ sur la résine de PMMA ; B/i&ii déposées sur un substrat après 

mise en suspension. 

La Figure 8A montre le réseau de particules obtenu après le lift-off de la ma-N 2403 (Figure 7E). La 

taille des particules est légèrement supérieure à la taille des motifs du masque : le diamètre moyen est 

de 1,35 µm contre 1,3 µm de diamètre des motifs. Cet écart est en accord avec la précision attendue du 

procédé de fabrication. 

Il est possible d’observer les particules libérées après dissolution de la PMMA au MEB (Figure 8B). 

Les particules sont transférées dans de l’éthanol puis une goutte est déposée sur un substrat. Après 

évaporation de l’éthanol, l’échantillon peut être observé. Les particules obtenues après libération sont 

des disques de tailles régulières et identiques à l’étape précédente et elles ne présentent pas de résidus 

de résine. Les acquisitions révèlent l’épaisseur très mince des particules (Figure 8B/ii). 

 

La surface des particules et notamment la présence de charges électriques ont une importance pour les 

interactions avec les cellules. Il a par exemple été démontré que des particules chargées positivement 

ont un taux d’absorption par les cellules plus importants que les particules neutres ou chargées 

négativement, du fait de la charge négative des membranes cellulaires (Oh and Park 2014; Zhou et al. 

2017). La charge de nos particules a été évaluée par mesure du potentiel zêta (Figure 9). Le potentiel 

zêta représente la différence de potentiel entre le milieu de dispersion et la limite extérieure de la couche 

dense d’ions accrochés à la surface de la particule (Bhattacharjee 2016). 
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Figure 9 : Mesure du potentiel zêta des particules de permalloy, réalisée sur 10 expériences par Monica Focsan 

et Dumitrita Olivia Rugina du Nanobiophotonics Laboratory, Roumanie. 

Les mesures effectuées nous donnent un potentiel zêta de -20 mV, nos particules sont donc chargées 

négativement. Bien qu’une charge positive permette de meilleures interactions avec les cellules, la 

charge négative de nos particules va quand même permettre des interactions avec les cellules. 

Notamment, la vitesse d’internalisation est plus rapide pour les particules chargées (positivement ou 

négativement) que pour les particules neutres (Oh and Park 2014). 

 

III.2. Caractérisation magnétique 

 

Le comportement des particules en réponse à l’application du champ magnétique a été étudié d’abord 

lorsque les particules sont attachées au substrat. Ces propriétés magnétiques sont déterminées par les 

propriétés intrinsèques du matériau constitutif des particules (constante d’échange, anisotropie magnéto-

cristalline), par la forme des particules (disque, ellipse, taille, épaisseur) et par les interactions 

magnétostatiques entre particules. Afin de caractériser ces propriétés nous utilisons une technique 

d’imagerie par Microscopie à Force Magnétique (MFM) qui permet de révéler les domaines 

magnétiques des particules et une technique de mesure par magnétomètre vibrant (VSM pour Vibrating 

Sample Magnetometer) qui permet de mesurer l’aimantation d’un échantillon en fonction du champ 

appliqué. Dans un deuxième temps, leur comportement en solution sera caractérisé. 
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Imagerie par Microscopie à Force Magnétique 

Le principe du MFM est proche de celui d’un Microscope à Force Atomique (AFM) à ceci près que la 

force qui génère les mouvements de la pointe du microscope est d’origine magnétique. Un AFM permet 

d’analyser la topographie d’un échantillon à l’aide d’une pointe qui balaye la surface. Dans le cas d’un 

MFM, la pointe magnétique survole la surface à une hauteur donnée et réagit à l’attraction ou la 

répulsion entre la pointe et le champ de fuite produit par l’échantillon. Le MFM utilisé pour nos 

observations est un Digital Instrument Dimension 3100 Nanoscope IV avec une pointe « low moment » 

de Co-Cr. Lors de l’analyse, la pointe survole l’échantillon à 40 nm en mode sans-contact.  

La Figure 10 montre l’acquisition au MFM d’une particule de permalloy. Une zone plus claire peut être 

observée au centre de la particule, il s’agit du cœur de vortex. 

 

Figure 10 : Image MFM d’une particule de permalloy. 

Compte-tenu de leurs dimensions et rapports de forme, les particules de permalloy présentent ici une 

configuration en vortex : en l’absence de champ magnétique, la minimisation de l’énergie magnétique 

totale impose que les moments magnétiques s’enroulent dans le plan de la particule autour de son centre, 

zone de dimensions très réduites appelée cœur de vortex où le moment magnétique est perpendiculaire 

au plan de la particule (Cowburn et al. 1999; Leulmi et al. 2015). Lors de l’application d’un champ 

magnétique externe dans le plan de la particule, le cœur de vortex est poussé jusqu’à sortir de la particule 

(Figure 11). Le champ nécessaire à ce phénomène s’appelle le champ d’annihilation. Les moments 

magnétiques perdent alors leur configuration en cercle et sont orientés parallèlement au champ dans 

l’état saturé. Lorsque le champ appliqué est ramené à zéro, le cœur de vortex réapparaît pour un champ 

appliqué appelé champ de nucléation, inférieur au champ d’annihilation.  
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Figure 11 : Représentation schématique des moments magnétiques d’une particule de vortex magnétique. Les 

moments magnétiques sont en cercle autour du cœur de vortex, au centre de la particule. Lors de l’application 

d’un champ magnétique externe, le cœur de vortex est poussé transversalement à la direction du champ appliqué 

et est expulsé de la particule au-delà du champ d’annihilation. L’aimantation de la particule est alors saturée, 

parallèlement au champ appliqué. 

 

Caractérisation au VSM 

Les propriétés magnétiques des particules telles que la susceptibilité ou la rémanence sont mesurées 

avec un VSM Micro-Sense. L’échantillon est mis en vibration pendant l’application d’un champ 

magnétique externe. D’après la loi de Faraday, les changements de flux magnétique alors provoqués 

dans des bobines de détection situées à proximité de l’échantillon produisent une force électromotrice 

qui permet de remonter à son aimantation. La mesure est réalisée en faisant varier le champ magnétique 

appliqué : un cycle d’hystérésis donnant l’aimantation en fonction du champ appliqué est obtenu (Figure 

12). La mesure est réalisée sur un échantillon de 0,5 cm * 0,5 cm lorsque les particules sont encore 

attachées au wafer. L’échantillon est placé à l’extrémité d’une canne et inséré dans l’entrefer de 

l’électroaimant qui crée un champ magnétique pouvant varier de -1,7 T à 1,7 T. La canne est alors mise 

en vibration. La mesure est ici faite « en parallèle » : le plan du wafer est parallèle à la direction du 

champ. Pour une meilleure précision, le pas de variation du champ magnétique est choisi plus faible au 

niveau de la zone d’intérêt, c’est-à-dire au voisinage de 0 T et au voisinage du champ de saturation. 
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Figure 12 : Cycle d’hystérésis de l’aimantation en fonction du champ appliqué dans le plan, mesuré au VSM pour 

des particules de permalloy, moyenne de 7 échantillons. 

Les particules de permalloy présentent une rémanence quasi-nulle et un comportement linéaire pour de 

faibles valeurs de champ. Ces propriétés des particules de permalloy sont proches des propriétés des 

particules superparamagnétiques, avec cependant une susceptibilité initiale (~19,6 en unités SI) et un 

volume magnétique plus importants. La forme du cycle présentée en Figure 12 coïncide avec la 

configuration en vortex des particules de permalloy, déjà observée au MFM. Lorsque qu’aucun champ 

n’est appliqué, le moment magnétique total de la particule est nul ; après application d’un champ 

magnétique la particule s’aimante. Une saturation est observée à partir de 80 mT. Ce champ, 

correspondant sur le cycle d’hystérésis à la fin du régime linéaire lorsque le champ appliqué augmente, 

est le champ d’annihilation. Il est supérieur au champ de nucléation (champ magnétique nécessaire pour 

renucléer le cœur de vortex dans la particule) qui correspond à la fin du régime saturé pour des valeurs 

de champ appliqué décroissantes. Les propriétés des particules de permalloy imitent donc les propriétés 

des particules superparamagnétiques que sont une aimantation nulle à champ nul et une capacité à se 

polariser sous champ.  

 

La susceptibilité initiale calculée d’après le cycle d’hystérésis est cohérente à la fois avec des mesures 

effectuées dans de précédentes études (Leulmi et al. 2013) et avec le modèle théorique de Guslienko et 

al. (Guslienko et al. 2001). La Figure 13 montre différentes valeurs de susceptibilité initiale (en SI) en 

fonction du rapport de forme  = épaisseur/rayon. 

 

-1,0

-0,5

0,0

0,5

1,0

-0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

M
/M

s

Champ appliqué µ0H (T)



Chapitre 2  III. Caractérisation des particules magnétiques 

74 

 

 

Figure 13 : Susceptibilité initiale(0) en fonction du ratio β (épaisseur/rayon) mesurée pour nos particules 

(triangle noir), et pour des particules de taille supérieure avec β=0.83 (point noir). La courbe bleue correspond 

à des mesures précédemment effectuées sur des particules de permalloy de différentes épaisseurs (Leulmi et al. 

2013). La courbe orange est calculée théoriquement selon le modèle de Guslienko et al. (Guslienko et al. 2001; 

Leulmi et al. 2013). 

Les valeurs de susceptibilité initiale (0) ont été calculées à partir des cycles d’hystérésis des vortex de 

permalloy, le champ étant appliqué dans le plan. La valeur de susceptibilité pour nos particules est un 

peu plus faible que les résultats précédemment obtenus (Leulmi et al. 2013) ce qui est interprété par les 

effets d’interaction magnétostatique entre particules. En effet, ces interactions tendent à renforcer le 

champ local agissant sur une particule donnée du fait de la polarisation des particules voisines.  

Les susceptibilités expérimentales sont comparées au modèle de Guslienko et al, (0) étant exprimée en 

fonction du facteur de forme  = épaisseur/rayon de la particule en unités SI, selon la formule ci-dessous 

(Guslienko et al. 2001) : 

(0) = 4π ∗ [2 (ln (
8


) −

1

2
)]

−1

 

Pour nos particules avec  = 0,09, la susceptibilité théorique est de 17,7. La susceptibilité de nos 

particules (χ(0) = 19,6) correspond bien à l’ordre de grandeur attendu pour un vortex. 

Pour vérifier la validité du modèle pour un rapport de forme plus élevé, une mesure est effectuée sur des 

particules de taille supérieure (3 µm de diamètre et 1,25 µm d’épaisseur) avec un rapport de forme 

 = 0,83. La susceptibilité initiale obtenue est ici encore proche de la théorie. Le petit décalage avec la 

courbe théorique, déjà observé avec nos particules, s’interprète comme expliqué ci-dessus par un 

couplage magnétostatique inter-disques dans le plan (Guslienko et al. 2001). Le décalage plus important 

pour les particules de taille supérieure qu’avec nos particules pourrait s’expliquer par la distance 

séparant les particules qui est beaucoup plus faible pour les plus grosses particules que pour nos 

particules qui sont espacées de 3 µm. 
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III.3. Comportement en suspension 

 

La configuration en vortex des particules de permalloy leur confère donc un comportement de type 

superparamagnétique avec une faible rémanence, ayant pour avantage de ne pas s’agglomérer en 

suspension et de permettre leur redispersion après application d’un champ magnétique. Cependant, une 

étude menée à SPINTEC a montré qu’une faible rémanence ne suffit pas à éviter les agglomérations en 

suspension (Joisten et al. 2010). En effet, un phénomène d’autopolarisation de particules a été observé 

et modélisé. Nous observons que lors de l’application d’un champ, les particules aimantées forment des 

chaines, alignées dans le sens du champ, et pouvant contenir plusieurs dizaines de particules. Pour 

permettre la redispersion des particules après l’arrêt du champ, la susceptibilité doit rester inférieure à 

un certain seuil. L’équation de la susceptibilité seuil s’obtient en combinant l’équation du moment 

magnétique d’une particule en fonction du champ magnétique appliqué avec celle exprimant le champ 

de fuite des particules polarisées voisines perçu par une particule donnée (Joisten et al. 2010) : 

𝜒𝑠𝑒𝑢𝑖𝑙 =  
16𝐾

(∑
1

𝑘3
𝑁
𝑘=1 ) 𝑥 𝛽

 

avec K un facteur numérique compris entre 1 et 4 prenant en compte le fait que le champ de fuite perçu 

par une particule peut être réduit si les particules ne sont pas parfaitement alignées, N le nombre de 

particules dans la chaîne et β le ratio épaisseur / rayon. L’équation nous montre que χseuil est indépendante 

du matériau, dépendante de la géométrie et des dimensions des particules en chaînes. Au-delà de χ
seuil, 

le champ perçu par une particule correspondant au champ de fuite des particules voisines suffit à 

maintenir l’aimantation de la particule. Dans ce cas, les particules restent alors en chaines après l’arrêt 

du champ. Dans le cas de nos particules de permalloy en vortex, la susceptibilité (calculée à 19,6) reste 

bien inférieure à ce seuil (150 pour K = 1) et les particules sont capables de se redisperser. 

 

Expérimentalement, la non-agrégation des particules a été vérifiée en appliquant un champ sur des 

particules en suspension (Leulmi et al. 2013). Les résultats sont donnés en Figure 14. 
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Figure 14 : Images au microscope optique de particules de permalloy A/ en suspension ; B/ soumises à un champ 

de 4 mT d’après l’orientation de la flèche ; C/ à un temps t2 après arrêt du champ ; D/ à un temps t3 après arrêt 

du champ (Leulmi, et al., 2013). 

Les particules libérées en suspension ne s’agglomèrent pas et sont parfaitement dispersées (Figure 14A). 

Lorsqu’un champ magnétique est appliqué, les particules forment des chaines alignées dans la direction 

du champ (Figure 14B). Lorsque le champ est coupé, les particules se redispersent spontanément grâce 

au mouvement brownien (Figure 14C&D). 

 

De par le choix des matériaux magnétiques, leurs dimensions et rapports de forme, nos particules 

respectent les deux principaux critères nécessaires à leur utilisation pour une application biomédicale : 

leur (re-)dispersion en suspension en champ nul et la possibilité de les actionner efficacement à distance 

par un champ magnétique. Le premier critère est validé par le comportement de type 

superparamagnétique des particules, montré ci-dessus. Il permet une faible agglomération des particules 

et une bonne dispersion en suspension lorsqu’aucun champ n’est appliqué, condition nécessaire à une 

utilisation in-vitro et in-vivo des particules. Le deuxième critère est favorisé par la forte anisotropie 

magnétique de forme qui caractérise les particules réalisées par notre approche top-down. Dans le cas 

des vortex de permalloy, l’aimantation est fortement maintenue dans le plan de la particule, et a par 

ailleurs tendance à s’aligner sur le champ appliqué. Si la particule est libre de se mouvoir dans une 

solution liquide, elle est ainsi mise en rotation par le champ lorsqu’un champ rotatif est appliqué. Les 

particules réunissent donc les conditions nécessaires pour provoquer des vibrations sur les membranes 

cellulaires dans un cadre in-vitro. 
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 D’autres pistes de particules 

 

Nous sommes donc capables de produire des particules qui répondent au cahier des charges défini. Si 

nous appliquons un champ magnétique rotatif, la particule va suivre ce champ et grâce à son mouvement, 

va pouvoir exercer une force mécanique sur les cellules avoisinantes. Cependant, dans le cas théorique 

où la rotation du champ appliqué est orientée dans le plan de la particule, l’aimantation de nos particules 

tournerait dans le plan de la particule en suivant le champ appliqué, sans entrainer de couple mécanique 

de la part de la particule. Afin de contrer cette éventualité, potentiellement envisageable pour les vortex 

de permalloy, nous avons travaillé sur deux types alternatifs de particules : les particules à anisotropie 

perpendiculaire et les particules elliptiques avec une configuration en vortex.  

 

IV.1. Particules SAF à aimantation perpendiculaire 

 

La première solution alternative aux vortex de permalloy est de produire des particules présentant une 

anisotropie hors du plan. Dans cette configuration, l’axe d’aimantation est perpendiculaire au plan de la 

particule. Une fois libérée en suspension, les particules seraient capables de suivre le champ dans toutes 

les directions de l’espace, leur aimantation perpendiculaire tendant à s’aligner avec le champ. Le risque 

que l’aimantation tourne dans une particule qui resterait alors immobile, est exclu, l’anisotropie 

perpendiculaire étant uni-axiale et non planaire. En plus de l’anisotropie perpendiculaire, une rémanence 

faible reste une condition nécessaire pour notre application.  

Cette configuration magnétique peut être obtenue par des multicouches magnétiques couplées 

antiferromagnétiquement (SAF pour Synthetic AntiFerromagnet). Ce genre d’empilements est étudié 

depuis quelques décennies (Johnson et al. 1995), en particulier pour des applications dans la spintronique 

(Néel 1954; Krishnan et al. 2006; Dieny and Chshiev 2017; Prejbeanu et al. 2013) et notamment les 

mémoires magnétiques à accès aléatoire (MRAM) (Bandiera et al. 2010).  

Dans ce type de multicouches, l’anisotropie magnétique perpendiculaire induite par les interfaces entre 

les couches de différents matériaux (en particulier Co/Pt) est suffisamment forte pour imposer la 

direction d’aimantation perpendiculaire. La condition d’aimantation moyenne nulle en champ nul est 

obtenue par le couplage antiferromagnétique (AF) des couches à travers une couche mince de ruthénium 

(Ru) d’épaisseur de l’ordre de 0,4 à 0,9 nm. En effet, grâce à ce couplage AF, il est possible de 

parfaitement compenser les aimantations des 2 couches magnétiques du SAF afin qu’aucun champ 

magnétique dipolaire ne soit rayonné par ce dernier. Il s’agit d’un couplage de type Ruderman-Kittel-

Kasuya-Yosida (RKKY) (Ruderman and Kittel 1954; Yosida 1957; Kasuya 1956; Parkin, More, and 
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Roche 1990; Bruno and Chappert 1992), largement utilisé en spintronique, pour les matériaux 

d’aimantation perpendiculaire aussi bien que planaire. 

Pour un TEMMP, des particules SAF ont été étudiées à l’université de Cambridge (Vemulkar et al. 

2017; Mansell et al. 2017). Dans cette dernière référence, le matériau magnétique des particules est 

constitué de multicouches d’alliage Co60Fe20B20 et de Pt, couplées AF via une couche de Ru. Des 

empilements comprenant 2 et 12 multicouches de CoFeB/Pt ont été réalisés. 

Concernant notre étude, nous avons décidé de travailler sur des particules SAF composées de 

multicouches de cobalt / platine couplées AF à travers une ou trois couches de Ru, comme présenté 

schématiquement en Figure 15. 

 

Figure 15 : Schémas des particules multicouches de Cobalt / Platine pour A/ trois couches de Ru avec la formule : 

Ta30/Pt50/[(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ru9]3/(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ta10/Pt20 ; B/ avec une couche de Ru pour n = 3 dans 

la formule : Ta30/Pt50/(Co5/Pt2,5)n/Co5/Ru9/(Co5/Pt2,5)n/Co5/(Ta10)/Pt20 ; ii/ schémas correspondants de la 

configuration magnétique attendue à rémanence ; iii/ cycle d’hystérésis attendu pour les deux types de particules 

si le retournement des aimantations de chaque multicouche était macrospin c’est-à-dire que chaque multicouche 

se comporte comme un seul bloc magnétique. 

Le procédé de fabrication est le même que pour les particules de permalloy, excepté le dépôt qui se fait 

ici par pulvérisation cathodique. Un plasma d’argon est créé dans la chambre de dépôt par l’application 

d’une différence de potentiel entre la cible à pulvériser et les parois du bâti de dépôt. Les espèces 

positives du plasma sont attirées vers la cible, qui correspond ici à la cathode. La collision des espèces 

positives entraine alors la pulvérisation des atomes de la cible, qui se déposent ensuite sur le substrat. 

Ces particules étant principalement étudiées pour leurs caractéristiques magnétiques, elles ne sont pas 

recouvertes avec de l’or.  
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Différents empilements à base de Co/Pt ont été étudiés. L’épaisseur de Ru a été ajustée pour obtenir le 

couplage antiferromagnétique souhaité (Bandiera et al. 2012; Cuchet et al. 2016). Le nombre de couches 

de Co/Pt a tout d’abord été choisi pour que le volume de matériau magnétique soit identique aux 

particules de permalloy. Pour cela, trois couches de Ru et 19 répétitions de Co/Pt dans chaque bloc ont 

été choisies (Figure 15A) selon la formule suivante (avec les épaisseurs notées en Angström (Å)) : 

Ta30/Pt50/[(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ru9]3/(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ta10/Pt20. Pour comparaison, un empilement 

avec 79 répétitions de Co/Pt plus une couche de Co, pour un même nombre total de couches de Co mais 

sans Ru a été étudié : Ta30/Pt50/(Co5/Pt2,5)79/Co5/Pt20. Ensuite, des empilements avec un nombre total 

réduit de couches de Co/Pt et une couche unique de Ru ont été étudiés avec la formule : 

Ta30/Pt50/(Co5/Pt2,5)n/Co5/Ru9/(Co5/Pt2,5)n/Co5/(Ta10)/Pt20 avec n = 3 ; 5 ; 7 ; 11 et 15 (Figure 

15B).  

La première couche de tantale est une couche d’accroche. Elle permet une croissance uniforme des 

matériaux déposés par-dessus. La première couche de platine déposée sur la couche de tantale sert de 

couche tampon et permet d’induire l’anisotropie magnétique perpendiculaire (Bandiera et al. 2012). 

L’interface entre le Co et le Pt est le moteur de l’anisotropie magnétique perpendiculaire (Johnson et al. 

1995). L’alternance de couches de Co et de Pt permet alors d’augmenter le nombre d’interfaces et de 

favoriser l’aimantation perpendiculaire. La dernière couche de platine permet quant à elle d’éviter 

l’oxydation des échantillons. 

Dans ce type de multicouches, l’anisotropie perpendiculaire induite par les effets d’hybridation 

électronique et de contraintes aux interfaces Co/Pt est suffisamment forte pour imposer la direction 

d’aimantation perpendiculaire (Daalderop, Kelly, and Schuurmans 1990). Le couplage RKKY entre les 

différentes couches permet d’obtenir une rémanence nulle lorsque le nombre de répétitions de Co/Pt est 

identique dans les deux couches situées de part et d’autre du Ru, comme c’est le cas pour nos 

empilements tels que présentés en Figure 15A/ii et B/ii. Dans la configuration avec une couche de 

ruthénium, l’application d’un champ magnétique perpendiculairement au plan de la particule et 

supérieur au champ de saturation, va entrainer l’alignement des deux aimantations. Le cycle d’hystérésis 

obtenu devrait alors être en palier tel que présenté en Figure 15B/iii. De manière similaire, pour les 

particules composées de 4 multicouches, l’aimantation devrait se retourner dans chacune des couches 

jusqu’à l’alignement de toutes les couches (Figure 15A/iii). 

 

IV.1.1. Particules avec 80 répétitions de Co  

 

L’étude porte tout d’abord sur une configuration avec 3 couches de Ru et un total de 80 couches de Co, 

réparties en quatre blocs avec chacune 19 répétitions de Co/Pt, plus une couche de Co. Pour 
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comparaison, un empilement de 80 couches de Co sans les couches de Ru est également réalisé, avec 

79 répétitions de Co/Pt plus une couche de Co. Des dépôts pleine tranche sont tout d’abord étudiés. Les 

cycles mesurés sous l’application d’un champ magnétique perpendiculaire sont mesurés au VSM et 

donnés en Figure 16A. Les cycles mesurés sous l’application d’un champ magnétique planaire (Figure 

16B) sont mesurés grâce à l’option VSM d’un PPMS (Physical Property Measurement System). Le 

champ est créé par une bobine supraconductrice et peut être appliqué jusqu’à 7 T.  

 

Figure 16 : Cycles VSM et PPMS de dépôts pleine tranche avec le champ appliqué A/ perpendiculairement et B/ 

en parallèle, avec en rouge le dépôt avec les trois couches de Ru selon la formule 

Ta30/Pt50/[(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ru9]3/(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ta10/Pt20 et en bleu sans les trois couches de Ru selon 

la formule Ta30/Pt50/(Co5/Pt2,5)79/Co5/Pt20. Les deux dépôts comportent au total 80 couches de Co. 

Le cycle d’hystérésis des dépôts avec Ru en perpendiculaire ne correspond pas au comportement AF 

attendu (Figure 15A/iii). Au lieu d’une courbe en paliers, le cycle présente un comportement linéaire à 

champ faible. Une ouverture de cycle est observée. Conformément à ce qui était attendu, la rémanence 

est très faible (~5 % Ms). Le champ de saturation est comme attendu plus faible en configuration de 

champ perpendiculaire que planaire (champ de saturation d’environ 2,2 T en planaire contre environ 

0,6 T en perpendiculaire) ce qui confirme l’existence d’une anisotropie perpendiculaire dans ces 

échantillons. Nous observons ici une grande similarité entre les cycles comprenant les couches de Ru et 

ceux n’en comprenant pas. La forme du cycle observé en configuration de champ perpendiculaire est en 

fait assez commune pour des multicouches magnétiques à anisotropie perpendiculaire (Hellwig et al. 

2007). 

Dans ce type de multicouches à anisotropie perpendiculaire, trois termes d’énergie jouent un rôle 

prédominant : l’énergie magnétostatique, l’énergie de parois de domaines et l’énergie de couplage 

antiferromagnétique entre multicouches à travers le Ru (Hellwig et al. 2007). Suivant les épaisseurs des 
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multicouches, l’épaisseur totale de matériau magnétique et le nombre de couches de Ru, une de ces 

énergies peut jouer un rôle mineur face aux deux autres. 

C’est le cas pour les multicouches présentées en Figure 16A. Ici, le nombre de répétitions de couches 

de Co est très important (80) de sorte que l’énergie magnétostatique et l’énergie de parois dominent 

largement l’énergie de couplage AF à travers le Ru. De ce fait, les cycles avec et sans Ru sont très 

similaires. Le champ rayonné par les couches de Co les unes sur les autres tend à orienter verticalement 

les aimantations des couches de Co parallèles les unes aux autres dominant ainsi le couplage 

antiferromagnétique entre les blocs à travers le Ru. Le nombre de couches de Co/Pt est donc ici trop 

élevé pour que le couplage AF à travers le Ru joue un rôle apparent (Hellwig et al. 2007). 

Cependant, la rémanence faible obtenue indique que la configuration magnétique n’est certainement pas 

monodomaine à champ nul. En effet, pour des raisons magnétostatiques, nous nous attendons à ce que 

le système se divise en domaines en bandes comme déjà souvent observé dans les multicouches à 

anisotropie perpendiculaire (Hellwig et al. 2007). Ceci va être confirmé ci-après par les caractérisations 

MFM de nos dépôts.  

 

Nous étudions maintenant les particules composées de multicouches de Co/Pt avec trois couches de Ru. 

Les cycles d’hystérésis en champ perpendiculaire et parallèle sont présentés en Figure 17 pour le dépôt 

en pleine tranche (A) et sous forme de particules attachées au substrat (B). 

 

Figure 17 : Cycles d’hystérésis planaire (en vert) et perpendiculaire (en bleu) d’empilements avec trois couches 

de Ru et 4 blocs de 19 répétitions de Co/Pt plus une couche de Co, pour un total de 80 couches de Co selon la 

formule : Ta30/Pt50/[(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ru9]3/(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ta10/Pt20 pour A/ un dépôt pleine tranche et 

B/ des particules. 

Les cycles des particules multicouches de Co/Pt sont très similaires à ceux des dépôts pleine tranche. Ici 

encore, le couplage AF entre les couches de Ru ne joue pas de rôle apparent dû au trop grand nombre 
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de couches de Co. Le bruit est cependant beaucoup plus fort car le volume magnétique total pour un 

échantillon de taille identique est nettement diminué. En effet, les particules ne recouvrent que 15 % de 

la surface du substrat.  

Une légère augmentation de l’hystérésis est observée pour les dépôts en réseau de particules par rapport 

aux dépôts pleine tranche. Cela peut s’expliquer par la présence de défauts sur les tranches des particules 

qui peuvent encrer les parois de domaines.  

Une diminution de l’aire comprise entre les cycles mesurés en champ perpendiculaire et planaire est 

observée pour les particules, comparée à l’aire des dépôts en pleine tranche. Cela traduit une diminution 

de l’énergie d’anisotropie pour les particules, comparée aux dépôts en pleine tranche. Ce phénomène est 

attendu si on considère la diminution de l’énergie magnétostatique par unité de surface dans le cas des 

particules. En effet, la variation d’énergie magnétostatique par unité de volume entre la saturation dans 

le plan et hors du plan est donnée (en SI) par : E = ½ 0 Ms² (Nxx - Nzz), où (Nxx - Nzz) est la différence 

des coefficients de champ démagnétisant planaire et perpendiculaire. En première approximation, les 

coefficients de champ démagnétisant sont donnés par, Nzz = 1 - t/l et Nxx = t/(2*l), en notant t l’épaisseur 

et l la dimension latérale. De ce fait E ~ - ½ µ0 Ms² (1- 
3

2

𝑡

𝑙
).  

Pour le dépôt pleine tranche, la dimension latérale est infinie de sorte que E ~ ½ 0 Ms² alors que dans 

le cas des particules, la dimension latérale est réduite au diamètre des particules ce qui conduit à une 

valeur diminuée de l’anisotropie d’origine magnétostatique pour les particules par rapport au dépôt 

pleine tranche. Un arrondissement des cycles des particules par rapport au dépôt pleine tranche est aussi 

probablement dû aux différences de propriétés entre chacune des particules, conduisant à des effets de 

moyenne. 

 

Des acquisitions au MFM sont réalisées pour observer et mieux comprendre la configuration magnétique 

des multicouches de Co/Pt (Figure 18). Les acquisitions MFM ont été réalisées sur les échantillons tels 

quel, n’ayant jamais été soumis à un champ magnétique. L’état des échantillons que nous observons ici 

n’est donc pas un état à rémanence mais avant première aimantation, que nous appellerons « état 

vierge ».  
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Figure 18 : Images MFM de A/ dépôts pleine tranche et Bi&ii/ particule selon la formule 

Ta30/Pt50/[(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ru9]3/(Co5/Pt2,5)19/Co5/Ta10/Pt20. Les images Bi et Bii montrent la même 

particule après retournement de l’aimantation de la pointe. L’observation de contrastes opposés entre les deux 

images Bi et Bii prouve que ces contrastes sont bien d’origine magnétique. Les barres d’échelle correspondent à 

1 µm. 

Les acquisitions MFM font apparaitre un motif de labyrinthe très contrasté. Il s’agit d’une alternance de 

domaines up et down en rubans, appelés stripe domains en anglais. Dans cette configuration, l’énergie 

magnétique est minimisée par un équilibre entre diminution de l’énergie magnétostatique au prix d’une 

augmentation de l’énergie de parois (Fruchart 2015).  

Le même motif en stripe domains est observé pour les particules. La même particule a été observée 

avant et après le retournement de l’aimantation de la pointe du MFM (Figure 18Bi et Bii). Les images 

montrent exactement les mêmes domaines avec cependant un contraste inversé. Cela confirme le 

caractère magnétique de ces motifs. Après son retournement, la pointe magnétique est alors repoussée 

puis attirée de manière inverse.   

La configuration en stripe domains de nos dépôts permet d’expliquer la faible rémanence mesurée sur 

les cycles d’hystérésis. En effet, la surface occupée par des domaines up et par des domaines down est 

quasiment identique, ce qui entraine une compensation globale de l’aimantation. Lorsqu’un champ est 

appliqué, les domaines orientés dans la direction du champ grossissent au détriment de ceux orientés 

antiparallèlement au champ, ce qui correspond à la partie linéaire de la courbe, jusqu’à la saturation où 

tous les domaines inverses au champ ont disparu. Des motifs similaires sont obtenus pour les 

empilements sans Ru, ce qui confirme encore que le couplage à travers le Ru joue un rôle mineur dans 

ces multicouches très épaisses par rapport aux termes d’énergie magnétostatique et de parois. 
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IV.1.2. Particules avec une seule couche de Ru 

 

Nous étudions maintenant des empilements composés d’une seule couche de Ru, avec un nombre de 

couches de Co/Pt n réduit, compris ici entre 3 et 15 de composition : 

Ta30/Pt50/(Co5/Pt2,5)n/Co5/Ru9/(Co5/Pt2,5)n/Co5/(Ta10)/Pt20. Des échantillons ont été réalisés avec 

et sans la couche de tantale indiquée en italique et entre parenthèses. 

Les matériaux ont été déposés en pleine tranche directement sur un wafer de silicium, en réseaux de 

particules, et aussi déposés sur une couche de PMMA (de rugosité ~0,4 nm) afin de se placer dans les 

mêmes conditions que les particules. Cela va permettre de vérifier l’influence de la rugosité de la couche 

de support et de la géométrie des motifs. En effet, une rugosité trop importante du substrat pourrait 

entrainer des interfaces moins nettes, et ainsi affecter la qualité du couplage AF ainsi que l’anisotropie 

perpendiculaire.  

 

Cycles d’hystérésis mesurés par VSM 

Les caractéristiques magnétiques des différents dépôts ont d’abord été mesurées par VSM. Les cycles 

d’hystérésis sont montrés en Figure 19, chaque colonne étant associée à un nombre n de répétitions. 

 

Figure 19 : Cycles d’Hystérésis des multicouches de Co/Pt mesurés au VSM sur substrat de silicium (première 

ligne) ;  en pleine tranche sur de la résine PMMA (deuxième ligne);  en forme de particules sur de la résine PMMA 

(troisième ligne) pour un nombre croissant de répétitions n de 3 à 15 dans la formule : 
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Ta30/Pt50/(Co5/Pt2,5)n/Co5/Ru9/(Co5/Pt2,5)n/Co5/(Ta10)/Pt20, avec (bleu) ou sans (rouge) la couche de Ta 

entre parenthèses. L’axe des abscisses (champ appliqué) va de -0,8 à 0,8 T. L’axe des ordonnées (M/Ms) va de -1 

à 1. 

Mesure des dépôts sur Si 

Pour un nombre de couches suffisamment faible n ≤ 11 sur Si sans Ta, le comportement AF de 

l’échantillon est nettement visible. Il se caractérise par les différents paliers correspondant aux 

retournements de l’aimantation de chacune des couches tel que présenté en Figure 15B/iii. 

Conformément à ce qui était attendu, le passage d’un état à un autre se fait de manière franche et la 

rémanence quasi-nulle témoigne ici du couplage AF présent après arrêt du champ et de la compensation 

des deux couches. 

Cependant, une légère pente se dessine pour certains échantillons entre les deux états down-down et up-

up. Ce phénomène peut s’expliquer par l’apparition de domaines dans la configuration AF, au sein de 

chacune des couches, qui renverserait petit à petit l’aimantation de la couche en augmentant de surface 

jusqu’à un champ seuil à partir duquel tous les domaines restants changeraient d’aimantation d’un seul 

coup. Ce champ correspond ici au champ de saturation Hsat. Nous observons ici que la valeur de Hsat 

diminue lorsque n augmente. Cela s’explique par la compétition entre d’une part l’énergie Zeeman de 

couplage de l’aimantation de chacune des multicouches qui augmente linéairement avec le nombre de 

répétions n et d’autre part l’énergie de couplage à travers le Ru qui reste constante.  

Pour n = 15, la pente est continue jusqu’au champ de saturation. Il s’agit ici d’une situation intermédiaire 

avec celle décrite dans la section précédente avec 80 répétitions. Le rôle relatif de l’énergie de couplage 

AF diminue par rapport à l’énergie magnétostatique et l’énergie de parois de domaines, qui toutes les 

deux augmentent avec le nombre de répétitions n. De plus, l’augmentation du nombre de répétitions de 

Co/Pt augmente le risque défauts aux interfaces, facilitant ainsi la nucléation de domaines. Le 

retournement de l’aimantation se fait alors à la fois par un passage en configuration AF, mais aussi par 

la nucléation et le retournement de domaines magnétiques dont la taille augmente progressivement, 

comme décrit précédemment. De plus, la rémanence est plus élevée pour n = 15 (environ 8 %) que pour 

les autres répétitions de n (inférieure à 2,5 %). Pour n = 11, le cycle d’hystérésis montre un état 

intermédiaire. Le couplage à travers la couche de Ru est bien présent mais une pente subsiste avant que 

l’échantillon atteigne la configuration AF à rémanence et FM à saturation.  

 

Mesure des dépôts sur PMMA 

Les cycles obtenus sur Si et sur PMMA sont assez similaires. La rugosité peut avoir un effet sur la 

qualité du couplage AF. Cet effet est principalement observé pour n = 11 avec une perte de la courbe en 

palier et l’apparition d’une pente. Pour n ≤ 7, le couplage est conservé avec une légère augmentation du 

coercitif, probablement due à des défauts dans le dépôt. Pour n = 15, le couplage AF n’étant pas 

prédominant, la rugosité n’influence que très peu le cycle. 
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Mesure des particules 

Les cycles des particules ont des caractéristiques similaires à ceux en pleine tranche sur PMMA. De 

même que pour les particules à 80 couches de Co, le bruit est beaucoup plus élevé dû au volume 

magnétique plus faible comparé à un dépôt en pleine tranche. L’augmentation du rapport surface/volume 

mais aussi de la superficie des bords augmente le risque de défauts sur les particules. Or ces défauts sont 

des sources d’ancrage des domaines et font ainsi augmenter le coercitif. Ce phénomène est nettement 

visible pour nos particules. Pour n ≥ 7, le champ coercitif est même nul ou négatif, avec comme 

conséquence une rémanence très élevée. Une rémanence quasi-nulle est une des conditions nécessaires 

pour notre application, les particules avec un nombre de répétitions supérieur à 7 ne peuvent donc pas 

être utilisés, en l’état, pour notre application. 

 

Comparaison avec et sans Ta 

Pour n = 3, le cycle de l’échantillon comportant la deuxième couche de Ta présente une ouverture de 

cycle en champ nul. Cela peut s’expliquer par la formation d’un alliage non-magnétique de Co-Ta à 

l’interface entre ces deux couches. Ce phénomène entraine ce qu’on appelle une couche morte de Co, 

qui ne prend donc plus part à l’aimantation de la couche. Une différence d’amplitude d’aimantation 

entre les deux couches apparait alors, ce qui provoque une mauvaise compensation à champ nul. Il s’agit 

alors d’un comportement ferrimagnétique.  

Cette ouverture du cycle se retrouve pour les valeurs de n plus élevées mais avec une amplitude plus 

faible. En effet, l’impact de la couche morte diminue quand n augmente car cette couche occupe un plus 

faible pourcentage de l’aimantation totale. Pour n = 15, le Ta n’a plus aucun effet sur le cycle.  

 

Acquisitions MFM 

Des acquisitions MFM sont réalisées pour observer les domaines présents dans nos empilements qui 

permettraient de confirmer nos hypothèses sur la configuration magnétique des différents dépôts. Seuls 

les échantillons ne contenant pas la deuxième couche de Ta sont présentés en Figure 20. Les acquisitions 

MFM sont encore réalisés à « l’état vierge », avant première aimantation.  
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Figure 20 : Images par MFM des dépôts multicouches de Co-Pt sans la deuxième couche de Tantale : 

Ta30/Pt50/[(Co5/Pt2,5)n/Co5/Ru9]/(Co5/Pt2,5)n/Co5/Pt20 pour n= 3 ; 5 ; 7 ; 11 et 15, et sur différents supports : 

substrat de silicium, résine PMMA ou en forme de particules sur PMMA. Toutes les acquisitions ont été faites 

avec une pointe identique (Low Moment), excepté celle pour n = 15 sur PMMA à cause d’interactions avec la 

pointe qui déformeraient les stripe domains. L’échelle est la même pour toutes les images. 

Les acquisitions obtenues nous confirment la création de domaines au sein de nos échantillons déposés 

sur PMMA, conformément à l’analyse faite des cycles d’hystérésis. Cependant, les domaines ne sont 

pas visibles sur les échantillons pleine tranche déposés directement sur Si.  

 

Dépôts sur Si 

L’observation d’un dépôt sur Si avec n = 15 au MFM pendant l’application d’un champ nous montre la 

formation de domaines à partir d’une faible valeur de champ (Figure 21). En effet, en dessous d’un 

champ seuil compris entre 64 mT et 120 mT, aucun contraste n’est observé. Ceci est expliqué par le fait 

que les multicouches du SAF sont en alignement antiparallèles à champ nul et ne rayonnent donc pas de 

champ. C’est pour cette raison qu’aucun domaine n’est visible pour les échantillons déposés sur Si à 

l’état vierge. Au-delà du champ seuil, une fois le champ coupé, quelques domaines perdurent. Ces 

domaines de contraste intense et sombres correspondent à des zones de l’échantillon où l’aimantation 

arrive à rester saturée car localement, l’énergie de couplage magnétostatique entre les multicouches 

l’emporte sur l’énergie de couplage antiferromagnétique à travers le Ru. Saut de lignex 
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Figure 21 : Image MFM d’un dépôt multicouches de Co/Pt avec n = 15 sur Si pendant l’application d’un champ 

perpendiculaire. L’acquisition commence par le bas de l’image à l’état vierge sans champ. Le champ est ensuite 

appliqué par paliers jusqu’à 120 mT, et très vite coupé. 

 

Pour les dépôts réalisés sur PMMA, la rugosité du support entraine des défauts qui favorisent 

l’apparition de domaines. Cela explique que les domaines soient visibles même à l’état vierge. De 

manière similaire, des domaines sont aussi observés sur les dépôts en forme de particules. 

 

Dépôts sur PMMA 

Pour les dépôts sur PMMA avec n ≤ 7, le contraste entre les domaines est relativement faible, comparé 

par exemple aux motifs obtenus avec les particules comprenant 80 couches de Co et une configuration 

en stripe domains. Cela nous montre que les domaines sont en configuration AF. La différence de 

contraste d’un domaine à l’autre s’explique donc par la configuration up ou down de la couche du dessus. 

Si les domaines étaient en configurations FM, i.e. avec les deux couches aimantées dans la même 

direction, chaque domaine apparaitrait en noir ou en blanc selon qu’il est up ou down.  

On observe à partir de n = 11 des parois de domaines plus contrastées qui sont noires dans le cas de 

n = 11 et une alternance de points blancs et noirs pour n = 15. Ce phénomène a déjà été observé et très 

bien expliqué par Olav Hellwig (Hellwig et al. 2007). Les auteurs expliquent que le fort contraste de ces 

parois est dû à un décalage dans l’alignement des domaines de chacune des couches qui entraîne la 

formation d’une ligne FM entre deux domaines AF. Cette équipe a effectué des calculs d’énergie totale 

en fonction de d, définie comme la largeur de la paroi de domaines pour différentes épaisseurs X de Co. 

Pour des valeurs élevées de X, les calculs d’énergie font apparaitre un second minimum local d’énergie 

pour une épaisseur de paroi de quelques dizaines de nm, qui est plus faible que pour d = 0. La formation 

de paroi FM minimise donc l’énergie totale du système. L’augmentation de l’épaisseur de Co peut être 

extrapolée dans notre cas à un nombre de répétitions plus élevé, expliquant ainsi la formation de paroi 

de domaines FM à partir de n = 11.  
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Pour n = 15, la ligne FM continue évolue vers une ligne FM successivement up et down. En effet, la 

formation d’une paroi FM au milieu de domaines AF génère une augmentation du champ démagnétisant. 

Pour un plus grand nombre de répétitions, le champ démagnétisant peut être réduit par l’alternance de 

stripe domains successivement up puis down. Cette observation est par ailleurs cohérente avec le motif 

de stripe domains observés pour 80 couches de Co. Avec un nombre très élevé de couches de Co/Pt, le 

champ dipolaire augmente nettement, et peut être diminué en étirant les parois de stripe domains, jusqu’à 

recouvrir la totalité de l’échantillon.  

Le cycle d’hystérésis du dépôt pour n = 15 sur PMMA montre que la configuration magnétique de ce 

dépôt n’est pas AF. Pour mieux comprendre le comportement des domaines sur la partie linéaire de la 

courbe, une acquisition MFM est réalisée pendant l’application d’un champ, perpendiculairement à 

l’échantillon (Figure 22). 

 

Figure 22 : Images MFM d’un dépôt multicouches de Co/Pt avec n = 15 sur PMMA A/ en l’absence de champ et 

B/ la même zone d’observation pendant l’application d’un champ perpendiculaire de 80 mT. 

En l’absence de champ (Figure 22A), nous retrouvons les parois de domaine en configuration FM 

successivement up puis down, déjà observée précédemment (Figure 20). Sous l’application d’un champ 

magnétique perpendiculaire à l’échantillon, les parois s’étirent et deviennent plus large (Figure 22B). 

Un étirement progressif des parois permet d’expliquer la pente linéaire visible sur le cycle d’hystérésis. 

En effet, l’étirement des parois se fait en favorisant les zones des parois où l’aimantation est dans la 

direction du champ appliqué. Le retournement de l’aimantation se fait alors progressivement jusqu’à ce 

que les zones dirigées antiparallèlement se retournent à leur tour. 

 

Les dépôts sur PMMA ont donc une configuration AF jusqu’à n = 7. A partir de 15 répétitions, la 

configuration AF est perdue et le retournement de l’aimantation se fait alors progressivement par 
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l’étirement des parois de domaines. Pour n = 11, le cycle d’hystérésis montre un état mixte, avec une 

partie des domaines qui se retournent de manière franche comme en configuration AF, et une partie 

résiduelle des domaines qui se retournent progressivement, probablement par un étirement des parois 

tel qu’observé pour n = 15. 

 

Dépôts de particules 

Les domaines et les différents types de parois présents en pleine tranche se retrouvent aussi sur les 

particules, avec des nombres de répétitions correspondants. Nous observons cependant une plus grande 

densité de parois de domaines et des domaines plus petits. Cela peut s’expliquer, ici encore, par les 

défauts de la topographie, au niveau du support avec la rugosité du PMMA mais aussi sur les bords des 

particules, qui favorisent la création de parois. Les domaines étant ancrés grâce aux défauts du dépôt, 

leur retournement nécessite une plus grande énergie, ce qui explique l’augmentation du coercitif 

observée sur les cycles d’hystérésis. 

 

IV.2. Vortex elliptique 

 

Dans une variante plus proche des particules de permalloy précédemment étudiées, nous avons décidé 

de conserver le matériau magnétique et la configuration en vortex des particules mais en ajoutant une 

anisotropie de forme dans le plan de la particule, en créant des particules elliptiques. Dans ce cas, 

l’aimantation adopte une configuration en vortex elliptique, avec une aimantation moyenne s’orientant 

préférentiellement le long du grand axe de l’ellipse, qui est l’axe d’aimantation facile. Lors de 

l’application d’un champ magnétique rotatif, la particule devrait alors conserver son grand axe orienté 

dans la direction du champ. Ainsi, contrairement à une particule circulaire, la particule elliptique peut 

être mise en mouvement dans le cas d’un champ rotatif appliqué dans son plan. 

Les propriétés géométriques des particules doivent être choisies pour respecter certaines 

caractéristiques. En effet, la rémanence doit être faible pour que les particules se redispersent après 

application du champ, ce qui passe ici par une configuration en vortex. De plus, l’anisotropie planaire 

doit être assez forte pour déclencher une rotation des particules lorsqu’un champ rotatif est appliqué sur 

une particule libre de se mouvoir. En effet, si l’anisotropie est trop faible, l’aimantation va tourner dans 

le plan de la particule sans entrainer un mouvement des particules. 

Ces caractéristiques s’obtiennent en faisant varier le ratio Ra = a / b avec a, le rayon du petit axe et b le 

rayon du grand axe. Les données théoriques de la littérature nous montrent que, pour un ratio choisi, 

plusieurs configurations peuvent être obtenues. Pour Ra = 3, la configuration initiale peut être un vortex, 
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en échelle de perroquet (cross-tie en anglais), un diamant ou un double diamant (Figure 23), 

correspondant respectivement à un simple vortex, un triple vortex, un double vortex et un triple vortex 

(Warnicke 2007; Felton et al. 2006). Pour des ratios de 1,4 et 2, une saturation des particules le long du 

grand axe entraine la formation d’un double vortex (en diamant) tandis qu’une saturation le long du petit 

axe crée un simple vortex à rémanence (Buchanan, Roy, Fradin, et al. 2006; Buchanan, Roy, Grimsditch, 

et al. 2006; Vavassori et al. 2004).  

 

Figure 23 : figure extraite de (Warnicke 2007) montrant des configurations magnétiques en a/ simple vortex ; b/ 

échelle de perroquet ; c/ diamant ; d/ double-diamant 

Pour un ratio de 4, la rémanence a été mesurée expérimentalement à 100% de l’aimantation à saturation 

(X. Zhu et al. 2002). Cela s’explique par le comportement dipolaire d’une telle structure après 

application d’un champ. Un ratio trop élevé n’est donc pas souhaitable pour notre application. Des 

mesures réalisées sur des particules elliptiques avec Ra = 1,4 donne une rémanence quasi nulle 

(Vavassori et al. 2004) alors que des particules elliptiques avec un ratio de 2 donnent une rémanence à 

100% (Felton et al. 2004). Compte tenu de toutes ces données, nous avons donc choisi un ratio de 1,5 

pour obtenir une faible rémanence tout en ayant une anisotropie de forme suffisante. 

La fabrication des particules elliptiques se fait selon le même protocole que celui des disques de 

permalloy. La seule différence est l’utilisation d’un masque présentant des motifs en forme d’ellipses 

avec un grand axe de 1,6 µm et un petit axe de 1,06 µm (Figure 24A). 
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Figure 24 : A/ Motifs du masque des ellipses ; B/ Image au MEB des particules elliptiques sur le substrat ; C/ 

Image au MEB des particules après dissolution de la PMMA  

De même que pour les particules en forme de disque, notre procédé de fabrication nous permet d’obtenir 

des particules de taille et de forme régulières, comme nous pouvons l’observer sur les images de MEB 

en Figure 24B. La taille des ellipses est supérieure à celle des motifs du masque. Le grand axe des 

particules produites est d’environ 1,7 µm et le petit axe d’environ 1,4 µm. Ces dimensions nous donnent 

un ratio de 1,2 qui est inférieur à celui souhaité. Cependant, le prix d’un nouveau masque étant assez 

élevé, nous décidons de poursuivre l’étude avec celui-ci. Une acquisition MEB montrant les particules 

elliptiques après détachement du wafer est aussi montrée en Figure 24C. 

 

Afin de vérifier que la configuration en vortex est conservée malgré la forme elliptique des particules, 

des mesures VSM ainsi que des acquisitions au MFM ont été effectuées (Figure 25). 

 

Figure 25 : A/ Images MFM i) de plusieurs particules elliptiques de permalloy; ii) d’une particule avec un simple 

cœur de vortex iii) d’une particule avec un double vortex ; B/ Cycle d’Hystérésis des particules elliptiques de 

permalloy, le champ étant appliqué dans le plan. Les barres d’échelle sont de 1 µm. 
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La Figure 25A/i montre les motifs obtenus par acquisition MFM sur une particule elliptique. Elle est 

représentative des résultats obtenus sur plusieurs particules étudiées. La configuration en simple cœur 

de vortex est confirmée ici par les quatre zones alternativement claires et sombres témoignant de 

l’enroulement des moments magnétiques autour du centre de la particule où se situe le cœur de vortex 

(Figure 25A/ii). Il est à noter qu’un faible nombre de particules comportait une structure en double 

vortex comme la particule en bas à gauche sur la Figure 25A/i ou la particule montrée en Figure 25A/iii. 

Le cycle d’hystérésis obtenu peut lui aussi correspondre à une configuration en vortex (Figure 25B) avec 

une rémanence quasi-nulle. La susceptibilité le long du grand axe (26,8 en SI) est plus forte que le long 

du petit axe (20,3 en SI). Cela confirme bien l’existence d’une anisotropie le long du grand axe de la 

particule. Une fois libérée en suspension, la particule tendra à aligner son aimantation moyenne le long 

du grand axe de l’ellipse. Elle pourra ainsi s’orienter dans les trois directions de l’espace selon le sens 

d’application du champ. Le risque de particules en vortex restant immobiles dans un champ tournant est 

éliminé. 

 

 Conclusions du chapitre 

 

Les particules obtenues grâce au procédé développé à SPINTEC sont de taille et de forme régulières. 

L’utilisation du permalloy combinée à une forme de disque de 1,3 µm de diamètre et 60 nm d’épaisseur 

entraîne la création d’un vortex magnétique. La faible rémanence, le champ de saturation assez faible 

(80 mT) et la susceptibilité inférieure au seuil critique permettent une bonne utilisation pour des 

applications biomédicales. Les particules ne s’agglomèrent pas en l’absence de champ, elles sont 

capables de réagir mécaniquement à l’application d’un champ externe puis de se redisperser. 

Dans une approche similaire, des particules elliptiques de permalloy ont aussi été étudiées. En 

choisissant le ratio entre le grand axe et le petit axe, la configuration en simple vortex est conservée pour 

la majorité des particules. Pour certaines particules, la configuration magnétique est en double vortex. 

Les particules elliptiques en vortex ont l’avantage de pouvoir suivre le champ dans toutes les directions 

de l’espace. Cependant, elles sont de tailles supérieures aux disques (1,7 µm de longueur du grand axe 

contre 1,3 µm de diamètre pour les disques), ce qui peut amplifier les problématiques liées à l’injection 

des particules. Le masque utilisé permet de produire deux fois moins de particules par wafer, comparé 

à la production de disques de permalloy. De plus, l’étude de ces particules a débuté alors que les tests 

in-vitro et in-vivo étaient déjà commencés. Ces particules n’ont donc pas encore été testées sur les 

cellules. Cependant, cette piste semble particulièrement prometteuse et mériterait des 

approfondissements. Elle permet en effet de garder toutes les caractéristiques des disques de permalloy 

nécessaires à notre application, tout en augmentant la capacité des particules à exercer un stress 
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mécanique sur les cellules. Il pourrait alors être intéressant pour des études futures d’optimiser le 

procédé pour obtenir un ratio de 1,5 et de changer de masque pour produire des particules de plus petite 

taille. 

Pour finir, nous avons étudié des particules multicouches de Co/Pt. Les multicouches de Co/Pt sont 

couplées au travers de couches minces de ruthénium par un couplage RKKY pour former des SAF. 

L’anisotropie hors du plan de ces particules permet de les diriger dans les trois directions de l’espace 

tout en conservant une rémanence très faible grâce à la compensation des deux couches. Différents 

nombres de répétitions des multicouches de Co/Pt et des couches de Ru ont été testés. Le comportement 

AF des particules n’a pu être obtenu que pour n ≤ 5 et une seule couche de ruthénium. En effet, pour un 

nombre de répétitions supérieur, l’énergie de couplage n’est plus prédominante et les défauts de 

topographie provoquent une augmentation du coercitif, entrainant ainsi une plus forte rémanence. De 

plus, le champ de saturation des particules avec un faible nombre de répétitions est de ~400 mT (contre 

80 mT pour les disques de permalloy). Le champ magnétique à appliquer pour permettre leur mise en 

mouvement devrait donc être plus élevé. Pour les particules avec 80 couches de Co, bien que la 

configuration AF ne soit pas obtenue, la condition de faible rémanence est tout de même respectée grâce 

à la configuration en stripe domains des particules. Cependant, le champ de saturation est encore 

nettement supérieur (~700 mT) à celui des particules de permalloy. De plus, une baisse de l’anisotropie 

perpendiculaire a été observée, et pourrait rendre possible l’aimantation de ces particules dans le plan, 

contrairement à nos souhaits. En termes de praticité, l’étape de dépôt des matériaux est beaucoup plus 

longue que pour le permalloy, ce qui est peu compatible avec les quantités dont nous avons besoin. Des 

optimisations, en jouant sur l’épaisseur des couches notamment, pourraient être réalisées dans une étude 

ultérieure pour un meilleur couplage AF et un champ de saturation plus faible. Dans ce travail de thèse, 

les particules de Co/Pt n’ont donc pas été utilisées sur cellules. 

 

Le reste de l’étude a donc été réalisé avec les disques de permalloy. Le procédé développé à SPINTEC 

nous permet de produire des particules de taille et de forme parfaitement contrôlées et est relativement 

rapide (environ 7 h pour produire 6 mg de particules) et fiable. Leurs dimensions leur permettent 

d’interagir avec les entités biologiques et d’être injectées dans les tissus. Leur recouvrement par un 

matériau biocompatible tel que l’or est compatible pour des applications biomédicales. L’anisotropie de 

forme des disques de permalloy permet leur mise en mouvement par l’application d’un champ 

magnétique externe de façon efficace. Les particules peuvent alors être « activées » à distance et 

produire un stress mécanique sur les cellules. Fabriquées dans un environnement de salle blanche, les 

particules ont l’avantage d’être relativement propres. De simples lavages à l’éthanol pur suffisent pour 

leur utilisation in-vitro et in-vivo.  
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Pour une utilisation en clinique, les particules devront être stérilisées plus rigoureusement et le suivi de 

fabrication plus détaillé. Un travail de formalisation a été commencé en ce sens (annexe II). Pour la 

stérilisation, plusieurs procédés peuvent être envisagés : rayons gamma, autoclave ou encore l’oxyde 

d’éthylène. Une validation devra être effectuée après cette étape pour vérifier que l’étape de stérilisation 

ne modifie pas les propriétés des particules. 
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 Culture des cellules 

 

Les différents tests ont été menés en utilisant des cellules de carcinome rénal humain SKRC-59 

transfectées pour exprimer l’anhydrase carbonique 9 (CA9) ou des cellules de glioblastome humain 

U87-WT. La lignée SKRC59 a été utilisée afin de tester la fonctionnalisation spécifique des particules 

pour cibler la CA9 tandis que la lignée de glioblastome a servi à anticiper l’étude in-vivo. De plus, il 

s’agit dans les deux cas de modèles biens maitrisés des laboratoires d’accueil. Les lignées sont 

conservées à l’azote liquide dans des aliquots contenant 1 ml de suspension à 2.106 cellules/ml. Le milieu 

de culture qui apporte les nutriments essentiels à la croissance des cellules est le RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute) 1640 pour les cellules rénales ou le DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 

pour les cellules de glioblastome. Y sont ajoutés 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté et 

1 % de Glutamax apportant les protéines et le glucose nécessaires au bon développement cellulaire. 

Toutes les opérations nécessitant l’ouverture des flasques, Labtek, plaques ou autres supports sont 

réalisées sous un Poste de Sécurité Microbiologique (PSM) dans un laboratoire de niveau P2. 

Lors de la décongélation des cellules, le contenu de l’aliquot est repris dans 4 ml de milieu de culture 

puis centrifugé 5 min à 1200 rpm. Le surnageant est alors éliminé et remplacé par 5 ml de milieu de 

culture. La suspension est homogénéisée et transférée dans une flasque de 75 cm² pour être mise à 37 °C 

et 5 % de CO2 dans un incubateur. Les cellules adhérentes poussent et se divisent sur le fond de la 

flasque. Pour permettre aux cellules de se multiplier, elles doivent être « passées » deux fois par semaine. 

Pour cela, le milieu est aspiré, les cellules sont lavées au D-PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) 

puis incubées pendant 3 min avec 2 ml de trypsine-EDTA à 0,25 % afin de décoller les cellules du fond 

de la flasque. L’effet de la trypsine est stoppé par l’ajout de 8 ml de milieu de culture, grâce à l’action 

inhibitrice du sérum présent dans le milieu. Les cellules sont comptées avec un hémocytomètre 

invitrogen Countess™ Automated Cell Counter afin de préparer une dilution pour ensemencer 5.105 

cellules dans 12 ml de milieu de culture, soit une densité de 6,7.103 cellules/cm². La suspension est alors 

transférée dans une nouvelle flasque de 75 cm² et mise à l’incubateur. Les cellules sont utilisables 

jusqu’à un maximum de 20 passages. 

Afin de conserver des réserves de cellules suffisantes, il est nécessaire de recongeler des cellules. Le 

milieu est aspiré, les cellules sont lavées avec du D-PBS et trypsinées. Le contenu de la flasque est 

transféré dans un tube Falcon. Les cellules sont comptées et mises à centrifuger pendant 5 min à 

1200 rpm. Le surnageant est aspiré et remplacé par du milieu de congélation (1 ml de DMSO et 9 ml de 

milieu de culture). Le DMSO permet aux cellules de survivre à la congélation, cette technique étant 

relativement agressive. La concentration cellulaire doit être d’environ 2.106 cellules/ml. La suspension 

est répartie dans des cryotubes de 1 ml qui sont placés à -80 °C. Le DMSO étant toxique à température 
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ambiante, ces dernières étapes doivent être réalisées rapidement. Le lendemain, les tubes sont placés 

dans l’azote liquide à -180 °C. 

 

 Tests de toxicité intrinsèque des particules 

 

Nos particules étant utilisées pour des applications biomédicales, la non-toxicité intrinsèque des 

particules doit être vérifiée. En effet, les particules ne doivent déclencher une mort cellulaire que lorsque 

qu’un stimulus extérieur est appliqué. Il existe de nombreux kits permettant de quantifier la toxicité 

induite par des particules, des produits chimiques ou autres. Cependant, ces kits interfèrent avec les 

nanoparticules en cas de hautes concentrations (Kroll et al. 2012; Ong et al. 2014). Nous avons donc 

choisi d’évaluer la toxicité de nos particules en utilisant des techniques permettant de s’affranchir de ces 

possibles interférences. Trois méthodes différentes ont été utilisées sur les cellules U87 : le bleu de 

Trypan pour compter les cellules mortes et vivantes, et des tests LDH et WST-1 qui évaluent la 

perméabilité de la membrane et l’activité métabolique, respectivement. Les tests ont été réalisés en 

transférant le surnageant dans une nouvelle plaque après réaction pour éviter que les particules 

n’interfèrent avec les lectures d’absorbance. 

 

II.1.1. Tests quantitatifs  

 

Méthode 

Le bleu de Trypan rentre dans les cellules et est relargué par les cellules vivantes mais reste dans les 

cellules mortes ; il permet donc de différencier les cellules mortes, en bleu, et les cellules vivantes, 

incolores. Le mécanisme d’exclusion nécessitant de l’énergie, seules les cellules pouvant synthétiser de 

l’ATP sont capables de faire sortir le bleu de Trypan. A J1, les cellules U87 sont ensemencées dans des 

plaques 12 ou 24 puits à une concentration de 2,4 ou 1,2.105 cellules/puits, respectivement. Les 

particules sont ajoutées 24 h après (J2). Pour cela, les particules sont lavées deux fois à l’éthanol puis 

deux fois au milieu de culture pour une concentration finale de 1,2 g/l. Une dilution en cascade avec un 

facteur 5 est ensuite réalisée pour obtenir des concentrations de 0 à 1,2 g/l. 250 ou 500 µl de suspension 

de particules par puits sont ajoutés pour les plaques 24 et 12 puits, respectivement. 24 h plus tard (J3), 

les cellules sont trypsinées et récoltées dans des tubes. C’est pour cette étape de trypsination qu’il est 

plus facile d’utiliser des plaques 12 ou 24 puits plutôt que des plaques 96 puits utilisées classiquement. 

Du bleu de Trypan est ajouté à une dilution [1:1] et les cellules sont déposées sur une lame de Malassez. 

Les cellules vivantes et mortes sont alors comptées en fonction de leur coloration. L’expérience a été 
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réalisée trois fois, avec deux comptages pour chaque échantillon, excepté pour la concentration la plus 

haute, qui n’a été réalisée qu’une fois. 

 

Lors d’un test LDH, la perméabilité de la membrane cellulaire est évaluée par le dosage du lactate 

déshydrogénase (LDH), enzyme cytoplasmique stable présente dans toutes les cellules, qui est relarguée 

hors de la cellule lorsque celle-ci perd son intégrité membranaire. Le début du protocole est identique 

au test avec le bleu de Trypan, les cellules étant ensemencées dans une plaque 96 puits avec 5,0.104 

cellules/puits. A J2 une dilution en cascade avec un facteur 2 est réalisée pour obtenir des concentrations 

en particules de 0,02 à 1,5 g/l dans du milieu de culture. Le surnageant est enlevé puis remplacé par le 

milieu de culture contenant les particules. A J3, 50 µl de surnageant de chaque puits sont prélevés en 

prenant soin de ne pas créer de mouvements qui décolleraient les particules en fond de plaque, et 

transférés dans un nouvelle plaque 96 puits. Le transfert du surnageant vers une nouvelle plaque permet 

de mesurer l’absorbance sans interaction des particules. 100 µl d’un mélange de réactifs sont ajoutés 

dans chaque puits. Après 5 min de réaction à température ambiante, 10 µl de HCl à 1 M sont ajoutés 

pour stopper la réaction. La lecture de l’absorbance se fait à 490 nm. L’intensité de l’absorbance est 

mesurée avec un lecteur de plaque (SpectraMax M2, Molecular Devices), et est proportionnelle à la 

concentration en LDH. Un contrôle avec des cellules seules (Isaines) et un contrôle avec des cellules 

incubées avec 0,1 % de Triton (Imortes) permettent de définir le 100 et le 0 % de viabilité. Le Triton X-

100 est un détergent qui provoque la mort des cellules. La viabilité de chaque échantillon est alors 

calculée de la façon suivante : 

%𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é =  100 ×
(𝐼é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛 − 𝑚𝑜𝑦(𝐼𝑚𝑜𝑟𝑡𝑒𝑠))

(𝑚𝑜𝑦(𝐼𝑠𝑎𝑖𝑛𝑒𝑠) − 𝑚𝑜𝑦(𝐼𝑚𝑜𝑟𝑡𝑒𝑠))
 

L’expérience a été réalisée 4 fois sur 4 puits. 

Le test WST-1 est basé sur le même principe que les tests CCK-8, MTT et MTS. Le sel de tétrazolium 

WST-1 est réduit par la NADH au cours de la chaîne respiratoire de la cellule et forme ainsi du formazan. 

La concentration en formazan permet d’évaluer l’activité métabolique des cellules. A J3, après le 

prélèvement des aliquots destinés au test LDH, le surnageant de chaque puits est aspiré et remplacé par 

100 µl de milieu de culture sans sérum, supplémenté de 10 % de WST-1. Après 1 h d’incubation, la 

plaque est centrifugée 5 min à 500 rpm et 50 µl de chaque puits sont transférés dans une nouvelle plaque 

96 puits, pour éviter toute interférence lors de la lecture de l’absorbance à 450 nm. L’absorbance est 

proportionnelle à la concentration en formazan. Un contrôle avec des cellules seules et un contrôle avec 

des cellules incubées avec 0,1 % de Triton X-100 permettent de définir le 100 et le 0 % de viabilité. La 

viabilité est calculée de la même façon que pour le test LDH. L’expérience a été réalisée 4 fois sur 4 

puits. 
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Résultats 

Les résultats de viabilité cellulaire suite à l’exposition aux particules sont montrés en Figure 26. Pour 

pouvoir comparer les résultats obtenus avec les trois méthodes dans des supports différents, la 

concentration en particules est expimée en g/cm². Cette unité peut être utilisée étant donné que nos 

particules sédimentent rapidement et tapissent alors la surface du puits. 

 

Figure 26 : Pourcentage de viabilité des cellules après 24 h d’incubation avec des concentrations différentes de 

particules, mesuré par un test au Bleu de Trypan, un test WST-1 ou un test LDH 

Avec le marquage au bleu de Trypan, la diminution de la viabilité est au maximum de 5,6 % pour une 

concentration en particules inférieure à 6,3.10-4 g/cm². Pour une concentration de 6,3.10-3 g/cm², le taux 

de viabilité est de 56,2 %. 

Le test WST-1 montre une diminution de la viabilité d’au maximum 12 % pour une concentration de 

particules comprise entre 5,0.10-6 et 3,2.10-4 g/cm². 

Avec le test LDH, la viabilité est comprise entre 96 et 102 % pour une concentration de particules 

comprise entre 7,5.10-6 et 4,8.10-4 g/cm².  

Les résultats obtenus avec les différents tests montrent que les particules seules n’induisent pas 

d’augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire ni de diminution de l’activité 

mitochondriale des cellules et n’influent pas non plus sur la production d’ATP pour une concentration 

en particules inférieure à 3,2.10-4 g/cm². Il est possible qu’une très haute concentration de particules 

influent sur la production d’ATP, comme le montre le test au bleu de Trypan pour une concentration de 

6,3.10-3 g/cm². Cependant, pour les concentrations plus faibles, la production d’ATP des cellules n’est 

pas perturbée par les particules. Les trois tests nous permettent donc de conclure à la non-toxicité des 

particules jusqu’à une concentration de 3,2.10-4 g/cm². Ce sont donc des concentrations inférieures à 

cette limite qui seront utilisées pour les tests in-vitro.   
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II.1.2. Observation des cellules à très haute concentration de particules 

 

Nous avons tout de même voulu observer ce qu’il se passait à haute concentration de particules. Pour 

cela nous avons déposé des particules à haute concentration (0,5 g/l = 3,0.10-4 g/cm²) et observé le 

comportement des cellules pendant 48 h à l’aide d’un vidéomicroscope sous atmosphère contrôlée 

(station OKOLAB) qui permet d’acquérir une image toutes les 20 min en gardant les cellules dans les 

conditions optimales (37 °C, 5 % de CO2 et humidité contrôlée). Les images ainsi obtenues permettent 

de créer un film en vitesse accélérée du comportement des cellules. Des acquisitions correspondant à 

t = 0, t = 24 h et t = 48 h post injection des particules sont montrées en Figure 27. Après ajout des 

particules, les cellules qui sont adhérentes, explorent leur environnement et « récupèrent » les particules. 

La vidéo ne permet pas de distinguer si les particules sont à la surface ou à l’intérieur des cellules. Durant 

les premières 24 h post-injection des particules, aucune division cellulaire n’est observée, et le nombre 

de cellules dans le champ de vision reste constant. Durant les 24 h suivantes, les cellules reprennent une 

activité de croissance cellulaire normale et une augmentation de la population cellulaire est observée. 

 

Figure 27 : Observation au microscope optique de cellules soumises à une haute concentration de particules à 

t = 0, t = 24 h et t = 48 h post injection des particules. Les barres d’échelle sont de 100 µm. 

Il est intéressant de noter que malgré une concentration en particules très élevée, après une acclimatation 

des cellules, celles-ci sont de nouveau capables de se diviser et retrouvent un comportement cellulaire 

normal. 

 

 Interactions des particules avec les cellules 

 

Dans la littérature, les premiers tests visant à évaluer l’efficacité du TEMMP ont été réalisés avec des 

particules fonctionnalisées pour cibler spécifiquement des récepteurs présents sur les cellules 

cancéreuses. C’est le cas par exemple de Kim et al. qui travaillaient sur des lignées de glioblastome 

humain (N10) et utilisaient des anticorps anti-human-IL13α2R (D.-H. Kim et al. 2010). Les travaux 
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présentés ici se placent dans le prolongement d’une étude commencée au laboratoire SPINTEC, réalisée 

sur des cellules de carcinome humain SKRC59. Le protocole mis au point prévoyait une 

fonctionnalisation des particules avec l’anticorps anti-hCA9 pour cibler les cellules SKRC59 

transfectées pour exprimer l’anhydrase carbonique 9 (CA9) (Leulmi et al. 2015). Le procédé de cette 

fonctionnalisation est détaillé ci-après. 

 

Le processus de fonctionnalisation spécifique 

La fonctionnalisation des particules est facilitée par la présence de couches d’or au-dessous et au-dessus 

de la particule. L’utilisation de l’or comme base de la fonctionnalisation est largement répandue dans la 

littérature grâce à sa spécificité de liaison avec les groupes thiols (HS). Le protocole de 

fonctionnalisation (Figure 28) a été mis au point au SYMMES par Yanxia Hou-Broutin.  

 

Figure 28 : Schéma de principe de la fonctionnalisation des particules avec des anticorps CA 9, figure extraite de 

(Leulmi et al. 2015) 

Un SAM (Self-Assembled Monolayer) mixte de thiols est d’abord attaché à la surface des particules. 

Afin d’éviter l’encombrement stérique et optimiser les attaches entre anticorps et particules, la solution 

de thiols est composée pour 4/5 d’hydroxythiols courts (6-mercapto-1-hexanol) et pour 1/5 de 

carboxythiols longs (acide 11-mercapto-undécanoïque). Les thiols courts vont ainsi permettre de séparer 

les thiols longs les uns des autres pour que les attaches puissent se faire plus facilement. Après lavages 

des particules dans de l’éthanol, puis transfert dans une solution de PBS à pH 7,4, les groupements 

carboxyliques des thiols longs sont activés par ajout de EDC (1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl)carbodiimide hydrochlorure) qui permet la formation d’un ester intermédiaire 

actif. Une solution de NHS (N-hydroxysuccinimide) est alors ajoutée pour former un ester NHS stable 

en solution aqueuse et pouvant réagir avec des groupements amine présents sur les anticorps. Des 

anticorps polyclonaux de lapin CA 9 (H-120) (sc-25599, SantaCruz Biotechnologies) sont ainsi greffés 

en surface des particules. 
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Analyse des interactions particules - cellules 

Le processus de fonctionnalisation spécifique permet aux particules de cibler les cellules cancéreuses. 

Il peut être utile lorsque les particules sont injectées à un endroit du corps, généralement en intraveineux, 

et doivent ensuite se déplacer jusqu’au site d’intérêt pour s’y accumuler. Dans notre cas, la barrière 

hémato-encéphalique et la taille trop importante de nos particules ne nous permet pas d’envisager une 

injection par voie intraveineuse. Une injection des particules directement dans la zone ciblée, i.e. dans 

la tumeur devra être envisagée. De plus, le procédé de fonctionnalisation présente des inconvénients 

pratiques. Il dure sur deux jours et pour des raisons de stabilité, ne doit pas être réalisé plus d’une 

semaine en avance. De plus, durant le processus, de nombreuses particules sont perdues en s’attachant 

aux parois des tubes. Dans ce contexte, le bénéfice apporté par la fonctionnalisation spécifique doit être 

étudié. 

Pour cela, les interactions entre les cellules et les particules non-fonctionnalisées et fonctionnalisées ont 

été étudiées. Nous avons réalisé des acquisitions par Microscopie Electronique à Transmission (TEM) 

qui permet d’atteindre une résolution jusqu’à 0,08 nm, et ainsi observer les interactions des particules 

avec les cellules. Les cellules sont fixées 24 h après la mise des particules puis prélevées et mises en 

gélatine. Des bains d’osmium pour révéler les lipides et d’acétate d’uranyle pour révéler les protéines 

sont réalisés. Les échantillons sont ensuite insérés dans une résine pour former des blocs solides. Les 

blocs sont coupés avec un ultramicrotome en tranche ultrafine (40 nm d’épaisseur) et récupérés sur une 

grille. Le protocole détaillé est présenté en annexe IV. L’expérience a été réalisée sur des cellules 

SKRC59 avec des particules fonctionnalisées et non-fonctionnalisées. Les particules utilisées ici sont 

composées de magnétite (Fe3O4) au lieu de permalloy. Elles sont issues de précédentes études et sont 

décrites en annexe III. Leur diamètre est identique aux particules de permalloy ; l’épaisseur est de 20 

nm supplémentaire, soit 80 nm. Les deux couches d’or (au-dessus et en-dessous) étant présentes sur les 

particules de magnétite comme de permalloy, nous considérons que le changement de matériaux n’influe 

pas les interactions avec les cellules.  

Les acquisitions sont réalisées au TEM de la plateforme du GIN (Institut des Neurosciences de 

Grenoble). Le faisceau d’électrons est transmis à travers l’échantillon. L’interaction entre les électrons 

et l’échantillon conduit à la formation d’une image contrastée en noir et blanc selon la densité et la 

nature chimique de l’échantillon. Les zones grises correspondent à des zones de haute densité, les zones 

plus claires présentent une faible densité. Les différents éléments cellulaires apparaissent donc dans des 

nuances de gris alors que les particules apparaissent en noir. Les zones blanches correspondent à un 

déchirement de la résine. 

Deux exemples représentatifs d’images obtenues sont donnés en Figure 29 (A/ avec des particules 

fonctionnalisées et B/ avec des particules non-fonctionnalisées). Afin d’aider à la compréhension des 

images, des schémas simplifiés sont présentés en Figure 29C&D.  
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Figure 29 : Images TEM. Particules de magnétite (Au/Fe3O4/Au) déposées sur des cellules SKRC-59 et laissées à 

incuber pendant 24h ; A/ avec particules fonctionnalisées ; B/ avec particules non fonctionnalisées ; C & D/ 

Schémas correspondants représentants en noir les particules, en gris la résine, en bleu les membranes cellulaires, 

en violet les noyaux des cellules, en rouge les mitochondries et en orange le contour de la vésicule 

Les images obtenues Figure 29 montrent les particules le plus souvent en coupe sur la tranche. Pour les 

deux conditions (particules fonctionnalisées et non fonctionnalisées), les particules se situent dans des 

vésicules à l’intérieur des cellules. Nous observons que plusieurs particules peuvent être présentes dans 

une même vésicule. L’incubation in-vitro de particules fonctionnalisées ou non pendant 24 h avec des 

cellules SKRC-59 conduit donc à leur internalisation. Néanmoins, nous n’avons pas observé de 

particules internalisées dans les noyaux cellulaires. Ces observations sont en concordance avec la 

littérature sur le sujet (Patiño et al. 2012; Butoescu et al. 2009; Y. Cheng et al. 2015). 
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Bien que les particules de magnétite et de permalloy soient de taille et de forme similaires et soient 

toutes deux recouvertes d’or, il est nécessaire de vérifier que ce phénomène d’internalisation a lieu aussi 

avec des particules de permalloy et des lignées de glioblastome. 

 

Figure 30 : Image par microscopie optique de particules de permalloy (en noir) et de cellules de glioblastome 

humain (U87-WT) après 24 h d’incubation A/ grossissement x10, B, C, D & E/ zones zoomées avec la barre 

d’échelle égale à 20 µm. 

L’observation au microscope optique (Figure 30) de cellules de glioblastome (U87-WT), 24 h après la 

mise des particules nous montre une répartition intéressante des particules. En effet, nous observons que 

l’emplacement des particules coïncide avec celui des cellules. Cependant, sur la plupart des cellules, 

une zone reste vierge de toutes particules. Cette zone a été entourée en rouge sur les Figure 30B, C, D 

et E. Or, si les particules étaient accrochées à l’extérieur des cellules, sur la membrane, la répartition des 

particules serait uniforme. Cette « ombre » observée sur la plupart des cellules correspond en fait au 

noyau des cellules. Cela nous montre que les particules sont internalisées à l’intérieur des cellules mais 

qu’elles ne rentrent pas à l’intérieur des noyaux. 

 

Les particules de permalloy pouvant être internalisées in-vitro par les cellules de glioblastome après 

24 h d’incubation, nous avons décidé d’utiliser ce phénomène pour s’affranchir de l’étape de 

fonctionnalisation. 
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 Traitement par application d’un champ magnétique rotatif 

 

A ce stade de l’étude, nous sommes maintenant capables de produire des particules dont la configuration 

magnétique permet un contrôle des particules par application d’un champ externe. Nous avons vu in-

vitro qu’après 24 h d’incubation les particules sont internalisées et peuvent donc agir mécaniquement 

sur les cellules. L’objectif est maintenant d’évaluer l’efficacité thérapeutique de la vibration des 

particules par application d’un champ magnétique rotatif externe et de trouver les paramètres optimaux. 

 

IV.1. Application du champ – Cylindre de Halbach 

 

Nous nous intéressons maintenant à l’application du champ magnétique externe. Nous avons choisi 

d’utiliser un cylindre de Halbach pour produire le champ magnétique. Un cylindre de Halbach, aussi 

appelé cylindre magique, est un cylindre composé de plusieurs aimants permanents (classiquement huit 

ou plus) dont les aimantations sont orientées de façon à produire dans le creux du cylindre un champ 

homogène. Pendant ces travaux de thèse, deux cylindres différents ont été utilisés :  

- un premier pour les études in-vitro. Ses dimensions (diamètre intérieur = 3 cm, diamètre 

extérieur = 11 cm et épaisseur = 4 cm) ont été choisies pour obtenir un champ de l’ordre de 

grandeur du Tesla, nettement supérieur au champ de saturation des particules étudiées 

(chapitre 2, III.2). Un support a été fabriqué pour placer un Labtek dans le creux du cylindre. Il 

s’agit d’une chambre de culture montée sur une lame de microscopie. Le Labtek est centré dans 

le creux du cylindre et dépasse de 0,5 cm de chaque côté du cylindre. 

- un second pour les études in-vivo nécessitant une plus grande ouverture pour contenir le berceau 

destiné à accueillir la souris sans que celui-ci ne frotte les bords du cylindre. Un diamètre interne 

de 4 cm a donc été utilisé. Afin de compenser la diminution du champ au centre du cylindre, 

induite par l’agrandissement de l’ouverture, le diamètre extérieur peut lui aussi être augmenté. 

Cependant, pour que le système mécanique mis au point pour la rotation du cylindre puisse être 

simplement dupliqué, le diamètre extérieur a été maintenu à 11 cm. Pour ces tests, nous 

choisissons de placer la tumeur au centre du cylindre, sachant qu’un cerveau de souris ne fait 

pas plus de 2 cm de long. 

L’avantage d’utiliser un tel dispositif est l’homogénéité du champ dans tout le volume du creux du 

cylindre (Figure 31B), à condition d’utiliser un cylindre infini ou très long. Cependant, à cause de sa 

relativement faible épaisseur, le champ créé par notre cylindre selon l’axe Ox, (Figure 31A) n’est pas 

homogène, même en restant à l’intérieur du cylindre. L’influence de cette inhomogénéité sur l’efficacité 
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du traitement a été étudiée et sera présentée dans la partie suivante. Le cylindre pour les applications in-

vitro permet d’appliquer un champ compris entre 0,5 T au bord du cylindre et 0,86 T au centre. Le 

champ induit par le cylindre destiné à des applications in-vivo est quant à lui de 0,62 T au centre du 

cylindre et 0,4 T au bord.   

 

Figure 31 : A/ Courbe de l’induction magnétique créée par le cylindre en son centre selon l’axe Ox ; B/ Simulation 

de l’induction magnétique créée par le cylindre dans le plan (Ozy) ; C/ Photographie du système de mise en 

rotation du cylindre et de son générateur 

Afin d’obtenir un champ magnétique rotatif, un système composé d’un générateur, d’un moteur et d’une 

courroie a été construit au sein du laboratoire SPINTEC (Figure 31C). Il permet la rotation du cylindre 

jusqu’à une fréquence de 40 Hz. Un ventilateur a été placé pour refroidir le moteur et ainsi permettre 

l’utilisation du cylindre pendant plusieurs heures. Les supports insérés dans le cylindre en rotation, 

soumis aux variations de flux magnétique, sont isolants pour éviter les courants induits qui pourraient 

entraîner de forts échauffements. 
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IV.2. Effet du traitement sur des cellules in-vitro 

 

IV.2.1. Méthode 

 

Les cellules U87 sont ensemencées dans des Labteks 4 puits à une concentration de 3.104 cellules/puits 

et mises à l’incubateur pour 24 h. Les particules sont lavées deux fois à l’éthanol absolu puis deux fois 

au milieu de culture. 10 à 100 µl de particules en suspension à 1 g/l sont ajoutés dans chaque puits selon 

les conditions (correspondant à des concentrations de 5,9.10-6 à 5,9.10-5 g/cm²). Les Labteks sont de 

nouveau mis à l’incubateur pendant 24 h pour laisser aux particules le temps de sédimenter et d’être 

internalisées par les cellules. 

Les Labteks sont ensuite déposés sur le support dans le creux du cylindre. Le cylindre est alors mis en 

rotation à une fréquence variant entre 5 et 20 Hz pendant 1 à 45 min. 

 

IV.2.2. Acquisitions au microscope et optimisation des paramètres 

 

Vue d’ensemble 

Après l’application du champ magnétique, des acquisitions d’images au microscope sont réalisées 

pendant plusieurs jours pour le suivi des cellules. Pour cela, deux méthodes ont été utilisées à l’aide 

d’une station OKOLAB. La première consiste à placer les Labteks sous microscope dans une chambre 

contrôlée en température, en humidité et en gaz. Plusieurs points d’observations sont choisis dans chaque 

puits et une acquisition est automatiquement réalisée toutes les 20 min. Cette technique permet d’obtenir 

des films en accéléré pour suivre la croissance et les mouvements des cellules. La deuxième technique 

utilisée est la réalisation d’un scan du Labtek entier quotidiennement jusqu’à deux jours après le 

traitement, en replaçant entre chaque acquisition les Labtek dans l’incubateur. Cette technique permet 

d’obtenir une image haute résolution de l’ensemble des cellules. Dans notre cas, ces données sont 

intéressantes pour rendre compte de l’inhomogénéité de l’effet obtenu. 

En effet, nous observons après application du champ magnétique rotatif une diminution du nombre de 

cellules restantes mais l’effet est très différent d’une zone à l’autre. Quelques exemples sont donnés en 

Figure 32. Alors qu’il n’y a plus aucune cellule après l’application du champ en zone B1, l’effet est 

moins important en zone B2 qui contient un grand nombre de cellules. De même, en zone C1 il n’y a 

presque plus de cellules sur la droite de l’image alors qu’en zone C2 les cellules sont présentes sur toute 

la surface. 
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Figure 32 : Scan de Labtek A/ avant application du champ ; B&C/ après application du champ magnétique 

pendant 45 min, pour des concentrations de particules de 50 (C) et 100 (B) µg/puits. Barres d’échelle = 2 mm. 

1 & 2 : images extraites du scan depuis les zones encadrées correspondantes. Barres d’échelle = 100 µm. 

La répartition des cellules restantes après traitement montre que la plupart des cellules se situent au 

niveau de l’axe central et sur les bords des puits, notamment sur la droite des puits (c’est-à-dire sur la 

gauche des images, la caméra étant placée sous les Labteks) (Figure 32). Ce phénomène sera expliqué 

dans les parties suivantes. Le nombre de cellules restantes après traitement semble nettement diminué, 

ce qui nous montre un effet létal du traitement sur les cellules. Pour les deux exemples montrés ici, 

l’effet semble plus important pour une concentration en particules de 100 µg/ml. 

 

Aspects morphologiques 

Outre le nombre de cellules qui diminue à la suite de la stimulation magnéto-mécanique des particules, 

la morphologie des cellules est anormale après TEMMP. Quelques exemples sont présentés en Figure 

33. Pour comparaison, la Figure 33A montre des cellules sans particules et la Figure 33B montre des 

cellules avec particules mais sans application du champ magnétique rotatif.  
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Figure 33 : Images au microscope de cellules U87 A/ seules ; B/ avec des particules de permalloy ; C, D, E, F/ 

avec des particules et soumises au champ magnétique rotatif avec C/ f = 20 Hz pendant 45 min ; D/ f = 20 Hz 

pendant 10 min ; E/ f = 8 Hz pendant 22 min ; F/ f = 20 Hz pendant 15 min avec un arrêt toutes les 2 min. Les 

barres d’échelle correspondent à 100 µm. 

Les cellules U87 sont adhérentes et forment des protrusions qui ont un rôle essentiel dans la migration, 

dans l’exploration du milieu extracellulaire mais aussi dans la communication intercellulaire (Om 

Alblazi and Siar 2015; Ruiz-Ontañon et al. 2013; Ady et al. 2014). Les cellules présentes en Figure 

33C&D après application du champ ne comportent plus de protrusions et sont plus rondes. En Figure 

33E&F, des « filets » de cellules riches en particules sont visibles. Ces prises de vue ont été réalisées au 

niveau du bord des puits. Une hypothèse pouvant expliquer ces phénomènes est le détachement des 

cellules dû au mouvement des particules. Un détachement des cellules à la suite d’un TEMMP avait 
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déjà été reporté (Hapuarachchige et al. 2016). La formation de filets pourrait s’expliquer par un 

mouvement de « tumbling » des particules, déjà observé dans une étude précédente (Courcier et al. 

2011). Il s’agit d’un déplacement en translation, engendré par la rotation d’amas de particules entrainés 

par le champ tournant, combinée à leur appui sur la surface du fond du puits, à la manière d’une roue. 

Les particules étant internalisées dans les cellules, il est possible qu’un tel mouvement des particules se 

fasse en entrainant les cellules. Ce phénomène expliquerait aussi l’inhomogénéité de la répartition des 

cellules après l’application du champ. En effet, les filets de cellules entrainés par les particules se 

déplaceraient petit à petit vers les bords. 

De nombreux débris cellulaires tapissent le fond du puit après le traitement. Ils se différencient des 

cellules par leur taille plus petite. La présence de débris cellulaire juste après l’application du champ 

nous indique que des cellules sont mortes brutalement et rapidement. Un phénomène de « broyage » des 

cellules par les particules pourrait expliquer cette destruction rapide. Il est possible que les deux 

phénomènes (broyage et détachement) aient lieu simultanément ou que l’un soit la cause de l’autre. 

 

Comptage du nombre de cellules 

Afin d’évaluer au mieux l’efficacité du traitement malgré l’inhomogénéité de l’effet, nous avons analysé 

les images acquises et compté le nombre de cellules restantes pour chaque condition sur un minimum 

de 4 images représentatives par expérience, chaque expérience étant réalisée entre 2 et 6 fois selon les 

conditions. Les résultats ont été normalisés, 100 % correspondant au nombre de cellules avant 

traitement. Les comptages réalisés 24 et 48 h après l’application du champ permettent d’évaluer de 

possibles effets sur les cellules qui se manifesteraient à plus long terme. Pour optimiser les paramètres, 

la concentration en particules, l’amplitude du champ, la durée d’exposition au champ ainsi que la 

fréquence ont été testés. 

 

Concentration en particules 

Tout d’abord nous avons testé différentes concentrations de particules, de 10 à 100 µg/ml pour un champ 

à 20 Hz pendant 45 min. Les résultats sont montrés en Figure 34. 
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Figure 34 : Pourcentage de cellules restantes après application du champ compris entre 0,4 et 0,87 T à 20 Hz 

pendant 45 min pour différentes concentrations de particules ; Valeur p calculée selon la méthode 2-way ANOVA : 

****p < 0,0001, **p < 0,01, *p < 0,05 

Directement après l’application du champ, il ne reste que 21 % des cellules pour une concentration de 

100 µg/ml, 33 % pour une concentration de 50 µg/ml et 60% pour une concentration de 10 µg/ml. Les 

deux plus hautes concentrations ont donc un effet létal important sur les cellules. Cependant, alors que 

la quantité de cellules n’atteint que 25 % après deux jours pour une concentration de 100 µg/ml, les 

cellules traitées avec 50 µg/ml de particules reprennent leur croissance jusqu’à atteindre 94 %. La 

concentration la plus efficace pour obtenir une diminution du nombre de cellules est donc de 100 µg/ml 

pour un traitement de 45 min à 20 Hz. C’est donc cette concentration qui est utilisée pour le reste des 

expérimentations. 

La différence du nombre de cellules après traitement avec 100 µg/ml entre j0, j+1 et j+2 est non 

significative. Cela laisse supposer que certaines cellules sont toujours en vie suite à l’application du 

traitement mais qu’elles ne sont plus capables de se diviser et de proliférer.  

 

Amplitude du champ 

Le cylindre de Halbach choisi pour appliquer le champ magnétique induit un champ d’amplitude fixe. 

Afin d’étudier l’effet produit par des champs d’amplitude inférieure, nous avons placé un Labtek 4 puits 

hors du cylindre, sur l’axe Ox, en plus du Labtek situé dans le cylindre (Figure 35A).  
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Figure 35 : A/ Simulation réalisée avec le logiciel Flux3D du champ magnétique créé par le cylindre, avec la 

représentation de l’emplacement des deux Labtek. B/ Courbe selon l’axe Ox extraite de la simulation. Les encadrés 

rose pâle indiquent l’emplacement des Labtek. 

L’inconvénient majeur de cette technique est le fort gradient appliqué sur les particules, qui risque 

d’attirer les particules vers le centre du cylindre. Le champ appliqué sur les deux puits centraux du 

Labtek situé dans le cylindre est de 750 à 870 mT (Figure 35B). Les deux puits extérieurs perçoivent un 

champ entre 400 et 750 mT. Pour le Labtek situé hors du cylindre, le champ appliqué sur le puit le plus 

proche du cylindre est de 59 à 130 mT et décroit jusqu’à une fourchette de 7 à 12 mT pour le puit le plus 

éloigné. 

 

Le nombre de cellules restant après l’application du champ à 20 Hz pendant 45 min est compté pour 

chaque puits (Figure 36). 

 

Figure 36 : Pourcentage de cellules restantes avec 100 µg/ml de particules après application du champ à 20 Hz 

pendant 45 min selon l’amplitude du champ, Valeur p calculée selon la méthode 2-way ANOVA : ****p < 0,0001, 

***p < 0,001, **p < 0,01. 
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Le nombre de cellules juste après traitement diminue significativement pour les puits situés dans le 

cylindre percevant des champs de 400 à 870 mT et pour le puits percevant un champ de 59 à 130 mT. 

En effet, il ne reste que 12 % de cellules suite à l’application d’un champ compris entre 400 et 750 mT. 

Cette forte diminution du nombre de cellules peut être interprétée par un optimum des forces appliquées 

sur les particules, le gradient de champ étant maximal sur ce puit, bien que l’amplitude de champ ne soit 

pas à son maximum. La diminution du nombre de cellules pour un champ de 750 à 870 mT et de 59 à 

130 mT montre un effet létal important avec 22 et 18 % de cellules restantes, respectivement. Pour un 

champ entre 25 et 59 mT, le nombre de cellules diminue de manière moins significative, avec 57 % de 

cellules restantes. Pour un champ inférieur à 25 mT, le nombre de cellules diminue peu avec 92 et 75 % 

de cellules restantes pour un champ de 12 à 25 mT et de 7 à 12 mT, respectivement. 24 et 48 h après 

l’application du champ, la différence entre les cellules contrôles et les cellules avec particules soumises 

à un champ entre 59 et 870 mT est très significative. De manière intéressante, nous observons une 

diminution du nombre de cellules 24 h après l’application du champ pour le Labtek situé dans le cylindre 

(8 et 18 % pour les puits extérieurs et intérieurs, respectivement). Cette diminution peut s’expliquer par 

des débris cellulaires comptés comme des cellules juste après le traitement ou par des cellules mortes 

pendant les premières 24 h post-traitement. Bien que significativement plus faible que le contrôle, le 

nombre de cellules pour le puits soumis à un champ de 59 à 130 mT repart légèrement à la hausse avec 

21 % de cellules restantes à j+1 et 25 % à j+2. 

 

Les résultats montrent que le traitement n’a quasiment plus d’effets en dessous de 25 mT avec une 

viabilité d’au minimum 75 %. Dans la littérature (revoir Tableau 2, page 51), des amplitudes de champ 

inférieures ont été testées et montrent tout de même un effet létal plus important, diminuant jusqu’à 

~10 % de viabilité (D.-H. Kim et al. 2010; Contreras et al. 2015; Martínez-Banderas et al. 2016; 

Vegerhof et al. 2016; Wong et al. 2017; Chiriac et al. 2018; Zamay et al. 2016). Les études de la 

littérature effectuées sur des champ compris entre 25 et 59 mT montrent également une viabilité 

diminuée mais de manière moins importante (Liu et al. 2012; Domenech et al. 2013; E. Zhang et al. 

2014), ce qui est cohérent avec les 57 % de cellules restantes. Deux études montrent tout de même une 

viabilité nettement réduite avec 20 et ~43 % de cellules restantes pour des champs de 30 et 40 mT, 

respectivement (Leulmi et al. 2015; Shen et al. 2017). Nous obtenons une baisse significative du nombre 

de cellules pour un champ appliqué supérieur à 59 mT avec 22 % de cellules restantes au maximum. 

Une viabilité similaire a été obtenue dans une étude appliquant un champ de 124 mT (Master et al. 

2015). Les études réalisées avec des champs compris entre 0,07 et 1 T montrent aussi un effet létal du 

traitement mais moins important que celui obtenu dans notre étude (Liu et al. 2012; D. Cheng et al. 

2014; Muroski et al. 2016; Hapuarachchige et al. 2016; Mansell et al. 2017). Les différences de résultats 

observées peuvent s’expliquer par la diversité des autres paramètres du traitement, qui rendent 

compliqué une réelle comparaison avec les études déjà publiées. Saut de lignex 
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Les résultats obtenus pour des amplitudes plus faibles, notamment pour le Labtek situé hors du cylindre, 

sont à regarder avec précautions. De manière attendue, le gradient subi par les particules les entraine 

vers la paroi située la plus proche du cylindre. Une expérience menée avec un Labtek 1 puits pour 

permettre aux particules de se déplacer dans tout le Labtek montre la formation d’un gros amas de 

particules vers la paroi la plus proche du cylindre (Figure 37B).  

 

Figure 37 : A/ Scan d’un Labtek 1 puits après application du champ hors du cylindre pendant 45 min, le côté 

gauche étant placé vers le cylindre ; B/ zoom de la zone comportant des amas de particules, encadrée en rouge et 

C/ zoom de la délimitation entre les cellules détachées et non détachées, encadrée en jaune. 

De plus une démarcation assez nette apparait vers le centre du Labtek entre une zone où il n’y a presque 

plus de cellules restantes et une zone qui comporte encore un grand nombre de cellules (Figure 37C). 

Cela remet en cause les résultats précédemment obtenus. En effet, les effets obtenus peuvent être dus au 

gradient, et non seulement à l’amplitude du champ. Les particules sont attirées vers le cylindre, et les 

cellules sont probablement emmenées avec elles. De plus, la concentration en particules dans les puits 

éloignés du cylindre diminue suite au déplacement des particules vers le cylindre.  

 

Le maximum d’efficacité est donc obtenu pour des champs de 400 à 870 mT. La différence entre les 

puits intérieurs et extérieurs du Labtek situé dans le cylindre n’est pas significative. La suite des 

expériences sera donc réalisée sur un Labtek situé dans le cylindre sur au moins un puits intérieur et un 

puits extérieur pour chaque condition. 

 

Temps d’exposition au champ magnétique 

Différents temps d’application du champ ont été testés. Le champ rotatif a été appliqué pendant 10, 15 

et 45 min de manière continue et pendant 15 min au total avec un arrêt du cylindre toutes les 2 min 

(Figure 38). 
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Figure 38 : Pourcentage de cellules restantes avec 100 µg/ml de particules après application du champ compris 

entre 0,4 et 0,87 T à 20 Hz pendant 10 à 45 min, Valeur p calculée selon la méthode 2-way ANOVA : ****p < 

0,0001, **p < 0,01, *p < 0,05 

Le traitement avec les différents temps et modes testés provoque une diminution significative du nombre 

de cellules. L’effet maximum est obtenu pour une application du champ pendant 45 min avec 21 % de 

cellules restantes et pendant 15 min avec arrêt avec 15 % de cellules restantes juste après traitement. 

Nous observons 33 % de cellules restantes après 10 min d’application du champ et 30 % après 15 min. 

De manière attendue, l’effet augmente avec le temps d’application du champ pour le mode continu. 

Cette relation avait déjà été observée dans de précédentes publications (D. Cheng et al. 2014; Contreras 

et al. 2015; Vegerhof et al. 2016; Chiriac et al. 2018). Lorsque le champ rotatif est appliqué pendant 

15 min au total, le maximum d’effet est obtenu lorsque la rotation du champ est stoppée toutes les 2 min. 

Bien que non significativement différent, l’application du champ pendant 15 min avec des arrêts donne 

de meilleurs résultats que lorsque le champ est appliqué pendant 45 min. Une observation similaire avait 

été observée (Master et al. 2015) avec un champ alternatif appliqué pendant 10 min puis stoppé pendant 

5 min, ce motif étant répété 3 fois. Dans cette étude, l’application du champ avec des arrêts entraine une 

diminution de la viabilité plus importante que lorsque le champ est appliqué en mode continu, pour une 

durée totale d’application du champ identique. Lors de l’application du champ, il est possible que des 

particules soient remises en suspension à cause de l’agitation créée par le mouvement des particules. 

Lorsque le champ est arrêté, les particules retombent alors sur d’autres cellules qui n’avaient peut-être 

pas encore été impactées. En répétant ce motif, le nombre de cellules impactées par le traitement 

augmente plus rapidement.  

Le nombre de cellules augmente légèrement dans les 48 h post-traitement, allant jusqu’à 40 et 41 % 

pour un temps d’application du champ de 15 et 10 min, respectivement. Pour un temps d’application de 

45 min, 25 % de cellules sont comptées 2 jours après l’application du champ et 20 % pour un champ de 

15 min avec des arrêts. 
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Une baisse plus importante de la viabilité des cellules pour un champ appliqué sur une durée plus longue 

est en accord avec la littérature (Contreras et al. 2015; Chiriac et al. 2018; Vegerhof et al. 2016). De 

plus, une saturation de l’effet au-delà de 1 h de traitement avait aussi été démontrée (D. Cheng et al. 

2014). Pour cette raison, nous n’essayons pas d’appliquer le traitement sur une durée plus longue, le 

bénéfice apporté n’étant pas significatif. 

L’effet maximal est donc obtenu pour une durée de 15 min avec arrêt de la rotation du cylindre toutes 

les 2 min. Cependant, nous cherchons à optimiser les paramètres pour diminuer le nombre de cellules 

in-vitro, mais aussi in-vivo. Or, l’hypothèse d’une agitation des particules qui se déposeraient alors sur 

de nouvelles cellules, permet de maximiser l’effet dans un cadre in-vitro mais n’est pas transposable in-

vivo. Pour cette raison, nous choisissons de poursuivre l’étude avec un temps d’application de 45 min, 

qui permet aussi d’obtenir une diminution très significative du nombre de cellules. 

 

Fréquence du champ magnétique 

La plupart de nos tests ont été réalisés à une fréquence de 20 Hz. Cette fréquence a été choisie pour 

comparaison avec les études similaires utilisant un cylindre de Halbach (Y. Cheng et al. 2015; Muroski 

et al. 2016; Mansell et al. 2017) et avec l’étude déjà effectuée dans le laboratoire (Leulmi et al. 2015). 

Nous avons tout de même voulu tester des fréquences différentes. Des études comparatives entre des 

fréquences ayant montré une destruction plus importante des cellules en diminuant la fréquence (D.-H. 

Kim et al. 2010; Wong et al. 2017), nous choisissons de tester deux fréquences inférieures à 20 Hz. Le 

champ rotatif a été appliqué pendant 30 min à une fréquence de 5,6 Hz, et pendant 22 min à une 

fréquence de 8 Hz (Figure 39). 

 

Figure 39 : Pourcentage de cellules restantes avec 100 µg/ml de particules après application du champ compris 

entre 0,4 et 0,87 T à différentes fréquences pendant 45 min, Valeur p calculée selon la méthode 2-way ANOVA : 

****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 
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Le champ rotatif appliqué à des fréquences inférieures à 20 Hz entraine une diminution du nombre de 

cellules mais moins importante que pour un champ à 20 Hz. 48 et 49 % de cellules sont comptées après 

l’application du champ à 8 et 5,6 Hz, respectivement contre 30 % pour un champ à 20 Hz pendant 15 

min. L’augmentation de la durée d’application pour « compenser » la diminution de la fréquence ne 

suffit pas. Les cellules restantes continuent de proliférer après le traitement à plus faible fréquence mais 

plus lentement que les cellules contrôles. En effet, les cellules soumises à un champ à 8 Hz passent de 

48 à 68 % en 2 jours alors que les cellules contrôles passent de 100 à 199 %, soit un doublement de la 

population.  

Dans une étude publiée en 2017 et dans laquelle des fréquences inférieures à 20 Hz ont été testées, les 

auteurs concluent à une légère augmentation de l’effet létal pour de plus faibles fréquences (Wong et al. 

2017). De manière intéressante, nous observons ici un effet contraire avec une augmentation de l’effet 

létal lorsque la fréquence augmente. L’amplitude du champ appliquée par Wong et al. est en revanche 

nettement inférieure à la nôtre (14 mT). Il est possible qu’une fréquence plus faible soit préférable avec 

une plus faible amplitude du champ. En effet, l’énergie nécessaire à la mise en mouvement des particules 

augmente avec la fréquence. Il faut alors appliquer un champ plus fort pour garder une amplitude de 

mouvements des particules suffisantes. Si le champ appliqué est faible, une amplitude de mouvements 

suffisante pour exercer un stress sur les cellules ne peut alors être obtenue que pour de plus faibles 

fréquences. 

Dans notre étude, la fréquence de 20 Hz choisie initialement provoque la plus forte diminution du 

nombre de cellules avec une croissance des cellules plus lente les jours suivante le traitement. Cette 

fréquence a donc été maintenue pour la suite des expérimentations. 

 

Notre objectif est ici d’induire la mort des cellules cancéreuses. Après avoir étudié les effets obtenus 

avec les différents paramètres, nous pouvons maintenant choisir ceux qui provoquent un effet létal plus 

important pour la suite de notre étude. Les expériences suivantes sont donc réalisées avec une 

concentration de 100 µg/ml de particules de permalloy déposées 24 h avant l’application du champ. Le 

Labtek est inséré dans le creux du cylindre de manière centrée et perçoit un champ entre 400 et 870 mT. 

Le cylindre est mis en rotation à 20 Hz pendant 45 min. 

 

IV.2.3. Marquage au Bleu de Trypan des cellules restantes 

 

Les observations et comptages au microscope ont permis de choisir les paramètres optimaux pour 

maximiser l’effet en s’intéressant au nombre de cellules restantes, sans distinction entre les cellules 

vivantes ou mortes. Afin de confirmer l’effet observé au microscope, de mieux le quantifier et de 
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distinguer les cellules vivantes des cellules mortes ou débris cellulaires, du Bleu de Trypan est utilisé. 

Le bleu de Trypan rentre dans toutes les cellules mais ressort des cellules vivantes. Les cellules mortes 

sont alors colorées en bleu alors que les cellules vivantes sont incolores. 

Les cellules restantes juste après traitement sont trypsinées puis 10 µl sont récoltés dans un tube 

Eppendorf. 10 µl de Bleu de Trypan sont ajoutés puis le mélange est transféré dans une cellule de 

Malassez. Il s’agit d’un dispositif comportant un quadrillage qui permet de compter les cellules dans un 

volume donné. Les cellules mortes, colorées en bleu, et les cellules vivantes, incolores, sont comptées. 

Le pourcentage de cellules vivantes est exprimé en fonction du nombre de cellules totales avant 

traitement (Figure 40). 

 

Figure 40 : Pourcentage de cellules vivantes pour des cellules seules, des cellules incubées avec des particules et 

des cellules incubées avec des particules et soumises au champ magnétique rotatif, comptage réalisé lors de trois 

expériences différentes. La concentration en particules est de 100 µg/ml et le champ compris entre 0,4 et 0,87 T à 

20 Hz est appliqué pendant 45 min. ***p-value<0.001 calculée d’après le test de Student comme expliqué en 

annexe VI. 

Les différents comptages effectués sur les cellules restantes après traitement montrent que seulement 

7 % des cellules sont encore vivantes. Ce chiffre concorde avec les résultats précédents. Les comptages 

réalisés sans coloration des cellules nous donnaient 21 % de cellules restantes après traitement. Le 

pourcentage de cellules vivantes, plus faible, nous confirme la présence de cellules mortes et de débris 

cellulaires parmi les cellules restantes. Ce chiffre est cependant à nuancer à cause du biais dû à la 

difficulté de compter les cellules en présence de particules. En effet, les particules forment des filets 

solidaires (déjà montrés en Figure 33E) dans lesquels sont prises des cellules que l’on ne peut donc pas 

compter. Une observation au microscope avec du bleu de Trypan de ces filets nous montre que la 

majorité des cellules prisonnières sont colorées en bleu, et sont donc des cellules mortes. Nous pouvons 

alors estimer que le comptage des cellules vivantes après traitement est cohérent. 

 

Nous avons donc optimisé les paramètres expérimentaux, en comptant les cellules restantes juste après 

le traitement, et étudié leur viabilité. Le traitement des cellules par une concentration de 100 µg/ml de 
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particules vortex et l’application d’un champ magnétique rotatif de ~0,6 T à 20 Hz pendant 45 min ne 

laisse que 21 % de cellules restantes. Le marquage au bleu de Trypan nous montre que seulement 7 % 

des cellules sont encore vivantes après traitement. Nos résultats sont cohérents avec les études utilisant 

des paramètres similaires. Deux études ont également utilisé un cylindre de Halbach pour appliquer un 

champ de 1 T à 20 Hz avec des particules en forme de disque. Pour des vortex de permalloy et un champ 

appliqué pendant 30 min, Cheng et al. obtiennent une viabilité de 40 % par un test MTT et de ~13 % 

par un test 7-AAD (Y. Cheng et al. 2015). Pour des particules SAF et un traitement de 30 min appliqué 

3 jours de suite, une viabilité de ~37 % est mesurée par la Luciférase (Muroski et al. 2016). 

 

IV.2.4. Observation des cellules restantes après traitement 

 

Les comptages des cellules réalisés 24 et 48 h après le traitement montrent une croissance des cellules 

diminuée suite au traitement. Pour vérifier cet effet, les résultats sont exprimés en fonction du nombre 

de cellules juste après traitement (Figure 41). Pour comparaison, le contrôle cellules + particules a été 

réalisé en ensemençant entre 1 et 3.104 cellules/puits, pour rendre compte de la diminution du nombre 

de cellules suite au traitement. La concentration en particules est cependant identique (100 µg/ml), le 

nombre de particules dans les puits après traitement étant inchangé. 

 

Figure 41 : Pourcentages de cellules les jours suivants le traitement, normalisés à 100 % avec le nombre de 

cellules juste après traitement. La concentration en particules est de 100 µg/ml et le champ compris entre 0,4 et 

0,87 T à 20 Hz est appliqué pendant 45 min. Valeur p calculée selon la méthode 2-way ANOVA : *p < 0,05. 

Les comptages montrent un doublement de la population des cellules seules en 48 h, qui passent de 100 

à 199 %. Les cellules avec particules ont une croissance légèrement plus faible avec un nombre de 

cellules qui évolue de 100 à 182 %. Pour les cellules traitées, la croissance est beaucoup plus faible, le 
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nombre de cellules passant de 100 à 126 % après 48 h. Ces résultats confirment l’impact du traitement 

sur la croissance des cellules restantes après traitement. 

 

Nous avons voulu visualiser le devenir des cellules restantes après le traitement. Pour cela, nous avons 

observé les cellules au microscope optique sur une durée de 48 h. 

 

Figure 42 : Observations au microscope optique de A/ cellules en présence de particules, et B/ avec l’application 

du champ magnétique rotatif à t = 0, 24 et 48 h après l’application du champ. La concentration en particules est 

de 100 µg/ml et le champ compris entre 0,4 et 0,87 T à 20 Hz est appliqué pendant 45 min. Les barres d’échelle 

correspondent à 100 µm. 

L’analyse des vidéos obtenues montre que les cellules avec particules soumises au champ magnétique 

qui sont encore vivantes après le traitement sont capables de se déplacer au fond du puits, comme le font 

des cellules normales. Cependant les cellules traitées ne sont plus capables de se diviser après traitement, 

le nombre de cellules reste constant et aucune mitose (division cellulaire) n’a lieu. Les cellules avec 

particules mais non soumises au champ magnétique sont, elles-aussi, capables de se déplacer. En 

revanche le nombre de cellules augmente et plusieurs mitoses sont observables au cours des 48 h. Le 

traitement modifie donc le comportement des cellules restantes après traitement en inhibant la 

prolifération. 

Cependant, ce résultat est à nuancer car ce phénomène n’est pas observable sur toutes les cellules 

restantes. En effet, de nombreuses cellules, notamment celles situées dans les bords latéraux du Labtek 

ne sont pas affectées par le traitement et sont encore capables de se déplacer et de se diviser. Il est 

important de préciser que les cellules non affectées reçoivent la même quantité de particules que les 

cellules affectées. 
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 Conclusions du chapitre 

 

L’étude in-vitro présentée dans ce chapitre est réalisée sur une lignée cellulaire de glioblastome avec les 

disques de permalloy et débute par une évaluation de la toxicité des particules. Trois tests basés sur des 

fonctions métaboliques différentes ont été réalisés. La non-toxicité des particules jusqu’à une 

concentration de 3,2.10-4 g/cm² a ainsi été démontrée. Les analyses TEM réalisées sur des particules de 

forme et taille identiques à celle que nous utilisons montrent une internalisation des particules après 24 h 

d’incubation. Ce phénomène a été confirmé avec des particules de permalloy et des cellules de 

glioblastome par des observations au microscope optique. Pour le TEMMP, les particules sont alors 

déposées dans les puits de culture 24 h avant l’application du champ magnétique rotatif à des 

concentrations non toxiques. Un système composé d’un cylindre de Halbach en rotation a été développé 

pour l’application du champ magnétique rotatif. Les paramètres tels que la dose de particules, 

l’amplitude du champ, le temps d’exposition au champ magnétique ainsi que la fréquence d’application 

ont été variés. Les différentes expériences réalisées ont permis de définir les paramètres optimaux pour 

une diminution maximale du nombre de cellules après traitement. Avec 100 µg de particules/puits et un 

champ magnétique de 0,4 à 0,9 T appliqué pendant 45 min à 20 Hz, une diminution de 79 % du nombre 

de cellules est observée après TEMMP. Des marquages de viabilité cellulaire effectués après le 

traitement montrent que seulement 7 % des cellules sont encore viables. De plus, nous avons observé 

une modification du comportement cellulaire avec une inhibition de la prolifération au moins au cours 

des 48 h suivantes. Cependant, ces très bons résultats semblent provenir d’un décollement des cellules 

engendré par le mouvement des particules, déjà reporté dans la littérature (Muroski et al. 2016; 

Hapuarachchige et al. 2016), combiné à une destruction brutale des cellules. 
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 Méthode 

 

Toutes les procédures d’expérimentation animale conduites au cours de cette thèse ont été réalisées dans 

le respect de la directive européenne 2010/63/EU de 2013 et de la règle des 3R (Réduire, Raffiner, 

Remplacer). Les demandes d’autorisation de projet ont été soumises au ministère de la recherche et de 

l’enseignement supérieur et ont reçu l’approbation du comité local d’Ethique en expérimentation 

animale (référence 2016081015396104-v3). 

L’étude a été réalisée sur des souris femelles athymiques nude ayant 5 semaines à réception. La lignée 

nude est compatible avec une implantation de cellules cancéreuses humaines car ces souris ont pour 

particularité une immunodéficience qui permet la greffe de tissus provenant d’autres espèces. 

L’ensemble de cette étude ayant été réalisée avec des cellules humaines de glioblastome U87, il est 

préférable de poursuivre avec ces mêmes cellules. Il existe deux modèles tumoraux principaux. Le 

premier consiste à une implantation de cellules tumorales en sous-cutané : il s’agit d’une greffe 

hétérotopique. Dans le deuxième modèle, les cellules sont injectées dans l’organe dont elles sont issues 

(dans notre cas, le cerveau) : il s’agit d’une greffe orthotopique. Le glioblastome est un cancer très 

agressif dont les difficultés de traitement résident notamment dans le fait qu’il se situe dans le cerveau 

et est donc protégé par les mécanismes de défense du cerveau (barrière hémato encéphalique, 

notamment). Il est donc plus pertinent de travailler sur un modèle présentant les mêmes problématiques. 

Nous avons donc choisi la greffe orthotopique pour notre étude. 

Pour notre étude, une IRM est réalisée une dizaine de jours après l’induction tumorale pour localiser les 

tumeurs et définir les coordonnées d’injection. Les particules sont ensuite injectées à des concentrations 

différentes. 48 à 72 h après injection, le champ magnétique rotatif est appliqué pendant 45 min. Trois 

études distinctes ont été réalisées : une étude histologique et deux études de survie. Elles sont détaillées 

ci-dessous, ainsi que les différentes étapes du protocole. 

 

I.1. Procédures chirurgicales, suivi des animaux et analyses des 

échantillons 

 

Hébergement des animaux 

Les animaux sont stabulés en animalerie conventionnelle respectant les conditions d'hygrométrie et de 

température standards. Les animaux ont accès ad libitum à l'eau et à la nourriture et subissent un cycle 

d'alternance jour / nuit : 12 h / 12 h. Ils sont également stabulés dans un environnement enrichi où les 
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éléments d'enrichissement sont renouvelés fréquemment. Une période d'acclimatation de 10 jours est 

respectée avant toute intervention afin d’habituer les animaux à leur nouvel environnement ainsi qu’à la 

préhension et au contact de l'expérimentateur. 

 

Implantation stéréotaxique de cellules 

L’animal est anesthésié par inhalation d’Isoflurane à 5 % pour l’induction, puis à 1,5 % pour le maintien 

de l’anesthésie. Une injection de Xylocaïne est effectuée au niveau des oreilles et du crâne afin d’éviter 

une douleur suite au placement dans le cadre de stéréotaxie. L’animal est ensuite placé dans le cadre de 

stéréotaxie, maintenu par les deux barres d’oreille et par la barre de gueule. Une goutte de Lacrigel est 

appliquée dans chaque œil afin d’éviter le dessèchement de ceux-ci. La peau du crane est désinfectée 

avec de l’éthanol 70 % puis incisée à l’aide d’un scalpel. Le bregma et le lambda sont repérés afin de 

vérifier le bon positionnement de l’animal. Ce sont des points de jonction entre les différentes structures 

osseuses qui servent de repères pour la définition des coordonnées d’injection (Figure 43).  

 

Figure 43 : Schéma du crâne vu du dessus montrant le bregma et le lambda. Le point rouge représente le point 

d’injection. 

Les coordonnées du bregma sont relevées. Le point d’injection se situe en antéro-postérieur à +0,4 mm 

et en médio-latéral à -2 mm du bregma (représenté par un point rouge en Figure 43). La boite crânienne 

est percée avec une broche de Kirshner. Les cellules U87 sont prélevées dans une aiguille Hamilton à 

une concentration de 1.108 cellules/ml. L’aiguille Hamilton (26 G) est descendue en dorso-ventrale à -

4,5 mm puis remontée à -4 mm. Cette technique permet de faire de la place pour les cellules et ainsi 

d’éviter les reflux. 5 µl de cellules (soit 5.105 cellules) sont injectées lentement, par pallier. Après 2 min 

de pause, la seringue est remontée lentement. Cette méthode d’injection lente permet de limiter les 

phénomènes de reflux. Le trou est rebouché avec de la cire d’os. Le crâne est désinfecté avec un mélange 

éthanol/Bétadine afin d’éviter une tumeur extra-crânienne. La plaie est suturée puis désinfectée à la 

Bétadine. L’animal est alors placé sous lampe chauffante pour le réveil. 

 

Suivi des tumeurs par IRM 

Afin de connaitre les coordonnées précises des tumeurs dans le cerveau, des images IRM sont acquises. 

Pour cela, l’animal est anesthésié par inhalation d’Isoflurane à 5 % pour l’induction, puis à 1,5 % pour 

le maintien de l’anesthésie. Une injection de Dotarem® (200 µl pour une souris de 20 g), qui est un 

agent de contraste est réalisée en intra-péritonéale, soit avant, soit entre les acquisitions. Les chélates de 
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Gadolinium présents dans ce produit vont s’accumuler dans les tumeurs et diminuer le temps de 

relaxation T1, augmentant ainsi son contraste. L’animal est placé dans le berceau pour souris et maintenu 

par une barre de gueule. Le berceau est composé d’une arrivée de gaz pour l’anesthésie et d’un système 

de circulation d’eau chaude pour maintenir la température corporelle de la souris. Typiquement, après 

alignement des bobines, une séquence pondérée T2 et une séquence pondérée T1 sont acquises. La durée 

totale de l’acquisition est de 20 à 25 min. Un exemple d’image obtenu est donné en Figure 44. 

 

Figure 44 : Acquisitions IRM pondérées en A/ T2 et B/ T1 avec Dotarem, et mesure de la coordonnée d’injection. 

La distance entre le dessus de la boite crânienne et un point situé entre un tiers et la moitié du bas de la 

tumeur est mesurée. Sur l’exemple montré en Figure 44, la mesure est de 3,2 mm. 

 

Injection stéréotaxique de particules 

L’animal est anesthésié et installé dans le cadre de stéréotaxie de la même façon que pour l’injection 

stéréotaxique de cellules. Les coordonnées du bregma sont relevées. Le point d’injection est identique 

à celui d’injection des cellules. Il se situe en antéro-postérieur à +0,4 mm et en médio-latéral à -2 mm. 

La cire d’os recouvrant le trou peut être transpercée par une aiguille. 4 à 10 µl de particules de permalloy 

à 2 à 20 g/l dans une solution de NaCl ou de PEG200 (polyéthylène glycol de poids moléculaire de 200 

Da) sont prélevées. Deux doses sont ici étudiées : la première de 100 µg (soit 5 µl à 20 g/l) et la deuxième 

de 8 µg (soit 4 µl à 2 g/l). L’extérieur de l’aiguille est nettoyé à l’éthanol 100 % puis descendue entre -

4 mm et -2 mm, selon les données de l’IRM. Dans l’exemple montré en Figure 44, l’aiguille est 

descendue à -3,7 mm puis remontée de 0,5 mm. Les particules sont injectées à l’aide d’un pousse-

seringue à un débit de 1 à 5 µl / min. Le trou est rebouché avec de la cire d’os. La plaie est suturée puis 

désinfectée à la Bétadine. L’animal est placé sous lampe chauffante pour le réveil. 

 

Application du champ magnétique 

L’animal est anesthésié par inhalation d’Isoflurane à 5% pour l’induction, puis à 1,5% pour le maintien 

de l’anesthésie. L’animal est placé dans le berceau spécialement conçu, maintenu par un tire-dents. La 

partie supérieure du berceau est enlevée pour le placement de l’animal puis fermée, par soucis de sécurité 
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en cas de réveil inopiné de l’animal durant la rotation du cylindre. La partie supérieure du berceau est 

transparente afin de pouvoir contrôler la respiration de l’animal tout au long de l’anesthésie. Le berceau 

est placé au cœur du cylindre de façon à ce que la tête soit centrée. Une lampe chauffante est placée pour 

maintenir l’animal à bonne température au cours de l’anesthésie. La rotation du cylindre est lancée à 

20 Hz pendant 45 min.  

 

Suivi des animaux 

Pour le suivi des animaux, ils sont pesés au minimum deux fois par semaine et inspectés visuellement 

tous les jours. Pendant les phases plus critiques, ils sont pesés quotidiennement. Les animaux sont scorés 

cliniquement d'après une grille proposée par le conseil canadien de protection des animaux. Tout score 

cumulé supérieur ou égal à 3 entraine l'euthanasie prématurée de l'animal. 

 

Tableau 4 : Grille des caractéristiques à scorer pour évaluer la souffrance animale  

 Caractéristique Score 

C
h

a
n

g
em

en
t 

d
e 

p
o
id

s 
co

rp
o
re

l Normal 0 

Perte de poids < 10% 1 

Perte de poids entre 10 et 15% 2 

Perte de poids > 20% 3 

A
p

p
a
re

n
ce

 

p
h

y
si

q
u

e 

Normale 0 

Manque de toilettage 1 

Poil ébouriffé, écoulement nasal/oculaire 2 

Poil très ébouriffé, posture anormale 3 

C
o
m

p
o
rt

em
en

t Normal 0 

Changements mineurs : démarche boitante 1 

Anormal ; mobilité réduite, inactif 2 

Vocalisations non sollicitées, 

automutilation, très agité ou immobile 
3 

 

Euthanasies, prélèvements et préparation des échantillons 

L’animal est d’abord anesthésié par inhalation d’Isoflurane à 5 %. La tête est ensuite coupée puis le 

cerveau est prélevé. Il est alors très rapidement congelé dans de l’isopentane à -60 °C puis stocké à           

-80 °C. 

Les cerveaux sont coupés en tranche fine de 10 µm avec un cryostat combiné à un microtome et récupéré 

sur des lames de microscopie. Les lames sont ensuite stockées à -80 °C avant analyse. Les premières 

lames préparées ont été stockées à -20 °C mais ont été perdues suite à un problème du congélateur. 
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L’analyse des tissus se fait ensuite par immuno-histo-chimie (IHC). Le marquage HE (hématoxyline – 

éosine) permet de colorer certains éléments cellulaires et de révéler la morphologie et le type de cellules 

présentes dans les tissus. Des marquages spécifiques peuvent être réalisés comme le marquage Ki-67 – 

GFAP – Hoechst. Le principe, schématisé en Figure 45 est de déposer des anticorps sur les coupes qui 

vont spécifiquement s’attacher à un antigène que l’on cherche à révéler. Un deuxième anticorps couplé 

à un fluorochrome est ensuite utilisé pour cibler le premier anticorps.  

 

Figure 45 : Schéma de principe d’un marquage spécifique. L’anticorps primaire se lie à l’antigène ciblé. Un 

anticorps secondaire couplé à un fluorochrome se lie ensuite à l’anticorps primaire pour le révéler. 

L’intérêt de ce type de marquage spécifique est de pouvoir cibler plusieurs antigènes sur une même 

coupe en utilisant différents fluorochromes.  

Les protocoles de marquage sont détaillés en annexe V et brièvement présentés ci-après. 

 

Marquage Hématoxyline – Eosine (HE) 

Les coupes sont fixées dans un mélange éthanol/acétone (50/50)  pendant 5 min puis rincées dans 3 

bains successifs d’eau. Elles sont ensuite immergées dans de l’hématoxyline pendant 4 min pour 

marquer les éléments cellulaires chargés négativement, et notamment les noyaux en violet, puis rincées 

dans 3 bains successifs d’eau. Un passage dans une solution contenant 0,5 % d’acide chlorhydrique 

permet ensuite d’éliminer le marquage non spécifique. Après un rinçage à l’eau, les coupes sont ensuite 

immergées quelques secondes dans de l’eau ammoniaquée à 0,25 % pour bleuir les noyaux, puis de 

nouveau rincées à l’eau. Les éléments chargés positivement, notamment le cytoplasme sont ensuite 

colorés grâce à un bain d’éosine diluée au 1/10 pendant 4 min. Après 4 bains d’eau, les coupes sont 

déshydratées dans un bain d’éthanol 100 % pendant 5 min. Après séchage, les lames sont recouvertes 

de quelques gouttes de milieu de montage (Eukitt), puis une lamelle est déposée pour protéger les 

coupes. Un exemple est donné en Figure 46. La tumeur est ici visible au centre de l’hémisphère à droite 

de l’image. Elle se différencie par sa couleur violette due à une plus forte densité de noyaux.  
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Figure 46 : Exemple d’une coupe colorée par un marquage HE.  

 

Marquage Ki-67 – GFAP – Hoechst 

La protéine Ki-67 est révélée pour étudier la prolifération. La protéine acide fibrillaire gliale (GFAP 

pour glial fibrillary acidic protein) est un filament intermédiaire qui participe à la forme des cellules. 

Les noyaux de l’ensemble des cellules sont marqués par du Hoechst. La détection de ces protéines se 

fait par un marquage spécifique utilisant deux anticorps primaires ciblant les protéines. Ces anticorps 

sont ensuite révélés par deux anticorps secondaires couplés à des fluorochromes différents, tel que 

présenté en Figure 45 et détaillé ci-après. Les coupes sont d’abord fixées avec du formalin à 10 % 

(solution composée de 4 % de formaldéhyde) pendant 15 min puis rincées au PBS. Les tissus sont 

perméabilisés pendant 30 min grâce à une solution de PBS contenant 0,1 % de TritonX-100 puis de 

nouveau rincés au PBS. La saturation des sites antigéniques est réalisée par incubation pendant 30 min 

avec une solution de PBS contenant 5 % de sérum de chèvre (NGS pour normal goat serum). La solution 

d’anticorps primaires (anticorps anti-GFAP à 1/500, anticorps anti-Ki-67 à 1/200 dans une solution de 

PBS avec 1 % de NGS) est ensuite déposée sur les coupes. L’anticorps anti-Ki-67 utilisé provient de 

lapins et l’anticorps anti-GFAP de poulet. L’incubation se fait à 4 °C pendant la nuit en milieu humide. 

L’anti-Ki-67 est alors révélé par un anticorps secondaire anti-lapin-AlexFluor488 et l’anticorps anti-

GFAP est révélé par un anticorps anti-poulet-AlexaFluor546. Ces deux anticorps secondaires sont dilués 

à 1/500 dans une solution de PBS et déposés sur les coupes pendant 1 h 30. Après des lavages 

précautionneux au PBS, du Hoechst 33342 à 1/1000 dans une solution de PBS est déposé sur les coupes. 

Ce produit permet de colorer l’ADN et donc les noyaux des cellules. Après rinçage, du milieu de 

montage est déposé puis la coupe est protégée par une lamelle. 
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I.2. Composition des études 

 

Etude histologique pour la mise au point du protocole 

Pour les premières expérimentations, une étude histologique est réalisée. Les souris sont euthanasiées à 

des temps fixes afin de vérifier la validité de notre protocole et de l’affiner, mais aussi pour étudier 

l’effet du traitement. 

100 µg de particules sont injectées entre 12 et 13 jours après l’induction tumorale. L’acquisition IRM 

est réalisée la veille de l’injection pour déterminer les coordonnées. Le champ magnétique est appliqué 

48 h après l’injection des particules, comme schématisé en Figure 47. Les souris sont ensuite 

euthanasiées à des temps fixes pour le prélèvement des échantillons. Des marquages sont ensuite 

effectués pour évaluer l’effet du traitement.  

Cette étude ayant pour but de bien mettre en place les différentes procédures, les différents groupes 

n’ont pas été réalisés en même temps. 

 

Figure 47 : Chronogramme de l’étude histologique 

L’étude est divisée en six groupes principaux. Trois groupes sont composés de souris saines avec 

injection des particules seules, champ magnétique seul et combinaison particules et champ magnétique. 

De même, trois groupes sont soumis à une induction tumorale puis injectés avec des particules seules, 

soumis au champ magnétique rotatif seul ou à la combinaison particules et champ magnétique rotatif. 

Les animaux sont ensuite euthanasiés à 6 h, 24 h, 48 h ou 7 jours après le dernier acte. Le Tableau 5 

récapitule les groupes en fonctions des différentes conditions. 
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Tableau 5 : Récapitulatif des groupes pour l’étude histologique. La notation CM est utilisée pour le champ 

magnétique. La notation NP est utilisée pour l’injection des particules. La notation n est utilisée pour le nombre 

d’animaux par groupe. 

Conditions Groupe n 
Induction 

tumorale 

Injection de 

particules 

Champ 

magnétique 
Euthanasie 

CM 6h 1 3 - - + 6 h après CM 

NP 6h 2a 3 - + - 6 h après NP 

NP 24h 2b 3 - + - 24 h après NP 

NP 72h 2c 3 - + - 72 h après NP 

NP CM 6h 3a 3 - + + 6 h après CM 

NP CM 24h 3b 3 - + + 24 h après CM 

NP CM 72h 3c 3 - + + 72 h après CM 

NP CM 7j 3d 3 - + + 7 j après CM 

U87 CM 48h 4 3 + - + 48 h après CM 

U87 NP 48h 5a 3 + + - 48 h après NP 

U87 NP 72h 5b 3 + + - 72 h après NP 

U87 NP 7j 5c 3 + + - 7 j après NP 

U87 NP CM 6h 6a 3 + + + 6 h après CM 

U87 NP CM 24h 6b 3 + + + 24 h après CM 

U87 NP CM 72h 6c 3 + + + 72 h après CM 

U87 NP CM 7j 6d 3 + + + 7 j après CM 

 

Etudes de survie 

Pour évaluer au mieux l’efficacité du traitement, une étude de survie est réalisée pour déterminer si des 

souris bénéficiant du traitement vivent plus longtemps que des souris non traitées. Pour cela, une IRM 

est réalisée 9 jours après l’induction tumorale pour déterminer les coordonnées d’injections. 100 µg de 

particules dans 5 µl de PEG200 ou seulement la solution de PEG200 sont injectées à J10. Le champ 

magnétique est ensuite appliqué à partir du 13ème jour. Différentes répétitions du champ magnétique 

rotatif ont été testées avec un champ appliqué 1 fois, appliqué 5 fois en 1 semaine ou appliqué 5 fois en 

3 semaines (Figure 48). Les souris sont ensuite surveillées quotidiennement. Pour des raisons éthiques, 

les souris sont euthanasiées lorsqu’elles atteignent leur point limite. Le point limite est défini par un 

score de 3 selon les critères de suivi déjà présentés précédemment (Tableau 4).  

Les différentes procédures à réaliser étant assez longues et le nombre de souris important, cette étude a 

été réalisée en deux temps. Chaque groupe a été divisé en deux, et toutes les procédures ont été réalisées 

à une semaine d’intervalle sur ces deux lots. Pour chaque lot, l’induction tumorale est réalisée sur deux 

jours, avec les cellules issues de la même flasque. 
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Figure 48 : Chronogramme de la première étude de survie. Les symboles * représentent les jours d’application 

du champ pour les groupes U871 NP CM1 en rose, U871 PEG CM en vert turquoise, U871 NP CM5/1S en bleu et 

U871 NP CM5/3S en violet. 

L’étude est divisée en six groupes. Trois groupes sont des contrôles : un groupe non traité composé de 

n = 4 souris, un groupe avec particules seules et un groupe avec l’injection de PEG200 (véhicule 

d’injection) et le champ magnétique appliqué 1 fois, mais sans les particules. Trois groupes sont soumis 

au traitement complet avec l’injection des particules et l’application du champ magnétique, appliqué 

1 fois, 5 fois en 1 semaine ou 5 fois en 3 semaines, tel que récapitulé dans le Tableau 6. 

Tableau 6 : Récapitulatif des groupes pour la première étude de survie. La notation n est utilisée pour le nombre 

d’animaux par groupe. 

Conditions Groupe n 
Induction 

tumorale 

Injection de 

PEG 

Injection de 

particules/PEG 

Champ 

magnétique 

U871 7 4 + - - - 

U871 NP 8 8 + - + - 

U871 PEG CM 9 8 + + - + 1 fois 

U871 NP CM1 10 8 + - + + 1 fois 

U871 NP CM5/1S 11 8 + - + + 5 fois/1 sem 

U871 NP CM5/3S 12 8 + - + + 5 fois/3 sem 

 

Cette première étude de survie n’ayant pas permis de conclure à un effet bénéfique ou non du traitement, 

comme il le sera expliqué dans la partie III.2, une deuxième étude a été réalisée. Les délais entre les 

différentes procédures sont identiques à la première étude de survie (Figure 49). La concentration en 

particules ainsi que le volume sont réduits : 8 µg de particules sont injectés dans 4 µl de PEG200. Le 

champ magnétique rotatif est ici appliqué 5 fois en une semaine pour tous les groupes concernés. 

 

Figure 49 : Chronogramme de la deuxième étude de survie. Les symboles * représentent les 5 jours d’application 

du champ pour les groupes U872 CM5 et U872 NP/10 CM5. 
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L’étude est divisée en cinq groupes (Tableau 7). Quatre sont des groupes contrôle qui ne bénéficient pas 

du traitement : un groupe sans intervention de traitement, un groupe avec injection des particules 

magnétiques, un groupe avec injection de PEG200, et un groupe soumis au champ magnétique sans 

injection. Le 5ème groupe est soumis à la totalité du traitement : injection des particules (4 µl à 2 g/l) et 

application du champ magnétique rotatif 5 fois en 1 semaine. 

Tableau 7 : Récapitulatif des groupes pour la deuxième étude de survie. La notation n est utilisée pour le nombre 

d’animaux par groupe. 

Conditions Groupe n 
Induction 

tumorale 

Injection de 

PEG 

Injection de 

particules/PEG 

Champ 

magnétique 

U872 13 8 + - - - 

U872 NP/10 14 8 + - + - 

U872 PEG 15 8 + + - - 

U872 CM5 16 8 + - - + 5 fois/1 sem 

U872 NP/10 CM5 17 8 + - + + 5 fois/1 sem 

 

 Injection des particules – Toxicité 

 

II.1. Défi de l’injection des particules 

 

Dans une approche simplifiée, la première étude de survie réalisée sur ce sujet (Y. Cheng et al. 2015) 

s’était affranchie de l’injection intra-tumorale des particules en ajoutant les particules en même temps 

que les cellules. Une augmentation de la survie avait été obtenue grâce à cette méthode. Afin de se 

confronter aux problématiques techniques dans un modèle plus pertinent, nous avons choisi d’injecter 

les particules après développement de la tumeur. 

L’injection des particules directement dans la tumeur entraine des difficultés techniques. En effet, la 

tumeur présente dans la boite crânienne provoque une augmentation de la pression. Cela augmente le 

risque de reflux lors de l’injection des particules. De plus, les aiguilles utilisées pour de telles 

interventions doivent être très fines, ce qui augmente le risque que la seringue se bouche à cause d’amas 

de particules. Pour les expériences in-vitro, nos particules sont transférées dans du milieu de culture 

avant ajout dans les puits. Pour une injection in-vivo, le milieu de culture n’est pas adapté et devra donc 

être remplacé par un autre produit. Or, nos particules se dispersent mal dans l’eau et le PBS, ce qui peut 

augmenter le risque d’agglomération dans l’aiguille. Il faudra donc trouver un produit adéquat pour une 

injection intra-tumorale sans provoquer d’agrégation des particules.   
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Notre premier choix s’est porté sur du sérum physiologique (NaCl). 10 µl de particules sont alors injectés 

à une concentration de 10 g/l. Cependant, les particules ne sont pas bien dispersées dans le sérum 

physiologique et sédimentent vite. Cela est problématique étant donné que l’injection dure sur plusieurs 

minutes et laisse le temps aux particules de sédimenter une fois prélevées dans l’aiguille. Du PEG200 est 

ensuite utilisé comme véhicule d’injection. Il permet une très bonne dispersion des particules en 

suspension, et évite ainsi la sédimentation très rapide de nos particules. Les PEG sont répertoriés comme 

non-toxiques et non-irritants (Rowe, Sheskey, and Quinn 2009). Ils sont principalement utilisés par voie 

orale, cutanée ou rectale. Parmi les effets secondaires possibles, des cas d’irritations ou de diarrhée ont 

été répertoriés, mais aussi de dégradation des reins et d’hyperosmolarité quand appliqués localement sur 

des patients brulés. Cependant, nous n’avons pas trouvé de données de toxicité dans le cas d’une 

injection intracrânienne. De plus, il a été montré une meilleure diffusion des nanoparticules lorsque 

celles-ci sont injectées dans un milieu plus visqueux, comme les PEG (Perlstein et al. 2008). La quantité 

administrée étant faible et les PEG étant classés comme non-toxiques, nous décidons d’utiliser ce produit 

pour disperser et injecter nos particules. 

Pour éviter au maximum les reflux et améliorer la diffusion dans la tumeur, la suspension de particules 

doit être injectée de manière continue et lente (M. Chen et al. 1999; Besse 2010). Pour cela, nous 

utilisons un pousse-seringue automatique. Nos premières injections ont été réalisées à un débit de 

2 µl/min. Cependant, malgré ce débit d’injection lent, des phénomènes de reflux étaient encore observés. 

Nous avons ensuite essayé un débit de 1 µl/min. Une meilleure injection de la suspension de particules 

a ainsi été observée. Le débit pourrait encore être ralenti, cependant la procédure d’injection des 

particules est une chirurgie assez lourde et longue. Un compromis doit donc être trouvé entre une 

injection assez lente pour éviter le reflux, mais pas trop longue pour faciliter le réveil des animaux à la 

suite de l’anesthésie. Le débit de 1 µl/min a montré des phénomènes de reflux réduits sans pour autant 

impacter le réveil et la récupération post-chirurgicale des souris. Il a donc été employé pour la suite des 

expériences. De plus, nous avons observé une remontée de particules lorsque l’aiguille était remontée à 

la fin de l’injection. Pour cette raison, nous avons mis en place une remontée de l’aiguille par palier, qui 

permet d’éviter au maximum les phénomènes de remontées. Une fois l’injection terminée, une pause de 

5 min est marquée. La seringue est remontée de 0,5 mm, puis une pause de 1 min est marquée. La 

seringue est de nouveau remontée de 0,5 mm, avant 1 min de pause. Finalement, la seringue est remontée 

très lentement. Ces paramètres d’injection nous permettent de minimiser les risques de reflux des 

particules.  

De manière similaire, le volume de 10 µl choisi initialement a été réduit à 5 µl pour éviter les 

phénomènes de reflux. La concentration en particules est alors de 20 g/l pour une quantité de particules 

identique. 



Chapitre 4  II. Injection des particules - Toxicité 

136 

 

Les seringues couramment utilisées pour des injections stéréotaxiques sont des seringues Hamilton avec 

une aiguille métallique. Cependant, nous avons remarqué lors des premières injections que les particules 

s’agrégeaient sur l’aiguille à cause de leurs propriétés magnétiques. Pour cette raison, nous avons utilisé 

pour la suite des aiguilles composées de fibres de silice, et donc amagnétiques. Ces aiguilles sont plus 

fines (diamètre intérieure de 75 µm et diamètre extérieur de 150 µm), plus courtes et flexibles mais elles 

sont aussi très fragiles. Le diamètre réduit de ces aiguilles augmente le risque d’agrégation des 

particules. Grâce à un bon entretien des aiguilles et notamment des lavages précautionneux en fin de 

chaque expérience, nous n’avons heureusement pas été confrontés à ce problème. 

Pour l’étude histologique qui a permis d’affiner tous ces paramètres d’injection, les particules sont 

injectées à 12 ou 13 jours après l’induction tumorale. Cependant, le volume de la tumeur déjà important 

après ce délai, et la pression intracrânienne ainsi provoquée sont une des causes du reflux des particules. 

De plus, deux souris n’ont pas survécu à la procédure d’injection des particules. Pour les études de 

survie, nous décidons alors d’injecter les particules 10 jours après l’induction tumorale pour tenter de 

limiter ces problèmes. 

 

II.2. Diffusion des particules dans la tumeur 

 

Les paramètres d’injection ont donc été optimisés pour permettre une injection des particules sans reflux, 

et pour éviter un effet létal de la chirurgie d’injection des particules. Nous cherchons maintenant à 

déterminer ce qu’il advient des particules injectées dans la tumeur. 

Le diamètre de nos particules (1,3 µm) nous permet de les observer au microscope optique avec un 

grossissement x60. L’analyse des marquages HE effectués sur les coupes de tissus nous montrent que 

les particules sont bien présentes dans la tumeur (Figure 50).  
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Figure 50 : Marquage HE A/ après injection des particules dans la tumeur ; B/ zoomé, 72 h après l’injection des 

particules ; C, D & E/i 7 jours après l’injection des particules ; ii/ zoom des parties encadrées en rouge 

correspondante. Les points noirs correspondent aux particules. Les lignes pointillées jaune correspondent à la 

frontière entre la tumeur et le tissu sain. La barre d’échelle est de 50 µm pour les images C à E. 

Les particules sont essentiellement localisées le long de la trace de l’aiguille (Figure 50B). Une diffusion 

des particules à une vitesse évaluée à 12 µm/h a déjà été démontrée mais pour des particules plus petites 

d’un diamètre de 50 nm (Laprise-Pelletier et al. 2018). La taille de nos particules étant nettement 

supérieure (1,3 µm de diamètre) et les déplacements de particules, de ce fait très limités, la faible 

diffusion observée ici est alors cohérente. Cette très faible diffusion des particules au sein de la tumeur 

peut être un problème pour l’efficacité du traitement. En effet, ne connaissant pas précisément les 

mécanismes déjà reportés pouvant être impliqués dans les effets positifs de ce type de traitement (Y. 

Cheng et al. 2015), nous ne savons pas quelle est la portée autour de chacune des particules. Des 

optimisations pourraient être réalisées pour permettre une diffusion plus large des particules dans la 

tumeur. La fonctionnalisation de la surface des particules ou une injection en plusieurs points pourraient 

par exemple être investiguées. Dans ce travail, nous avons conservé l’injection en une fois sans 

fonctionnalisation des particules. En effet, il est possible que les cellules impactées par le traitement 
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produisent des signaux qui vont affecter les cellules voisines. Ce phénomène, appelé « effet de témoin » 

(bystander effect, en anglais) a été reporté dans de nombreux cas, comme les expositions aux radiations 

mais aussi la sénescence cellulaire (arrêt de la prolifération suite au vieillissement des cellules) (Miller 

et al. 2017; X. Lin et al. 2017; Nelson et al. 2018). De plus, dans le cas d’une exposition au champ 

magnétique répétée, après l’élimination des cellules les plus proches des particules, des cellules 

initialement plus éloignées pourraient alors à leur tour être affectées par le traitement.  

L’avantage de cette faible diffusion est que les particules restent dans la tumeur et n’envahissent pas les 

tissus sains. Après 7 jours au sein de la tumeur, certaines particules se dispersent hors de la trace de 

l’aiguille (Figure 50E). En revanche, aucune particule n’est retrouvée en dehors de la tumeur (Figure 

50C&D). Cette caractéristique est très importante pour que le traitement n’affecte pas les cellules saines 

et vise uniquement les cellules cancéreuses. 

 

II.3. Etude de l’internalisation des particules 

 

Nous avons vu au chapitre précédent que les particules sont internalisées in-vitro après 24 h. Afin de 

vérifier que les particules sont encore internalisées après une injection intra-tumorale in-vivo, des 

acquisitions au TEM sont de nouveau réalisées (Figure 51). Le protocole est détaillé en annexe IV. 

 

Figure 51 : Images TEM de particules présentes à l’extérieur des cellules pour A/ une souris saine soumise au 

traitement et euthanasiée 24 h après l’application du champ ; B/ une souris avec tumeur soumise au traitement et 

euthanasiée 24 h après l’application du champ ; et C/ une souris avec tumeur et injection des particules 

euthanasiée 72 h après l’injection des particules. 

Contrairement aux résultats obtenus in-vitro, les particules sont ici retrouvées en périphérie des cellules. 

Ce phénomène est observé à la fois sur des cellules saines (Figure 51A), sur des cellules tumorales 24 h 

après application du champ (soit 72 h après l’injection des particules) (Figure 51B) et sur des cellules 

tumorales 72 h après l’injection des particules, non soumises au champ magnétique (Figure 51C).  
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Nos particules ne sont donc pas internalisées in-vivo. Cela peut potentiellement remettre en cause les 

résultats du traitement obtenus in-vitro, l’impact du mouvement des particules pouvant être différent en 

fonction de leur emplacement dans ou à côté des cellules. 

 

II.4. Toxicité des particules  

 

Malgré l’optimisation des paramètres d’injection pour limiter les pertes suite à la procédure d’injection 

des particules, des souris n’ont pas survécu suite à l’injection des particules ou du PEG200 et sont mortes 

pendant le réveil. C’est le cas de deux souris injectées avec des particules et de deux souris injectées 

avec du PEG200 lors de la première étude de survie, et d’une souris injectée avec du PEG200 lors de la 

deuxième étude de survie. Le volume et la concentration réduits pourraient expliquer l’impact réduit de 

la chirurgie lors de la deuxième étude de survie. Cependant, il serait étonnant que la concentration en 

particules influe à si court terme. Il est à noter que plus de précautions ont été apportées lors de la 

deuxième étude de survie lors du réveil notamment, mais aussi pendant la chirurgie avec l’utilisation 

systématique de tapis chauffant. Ces décès confirment que la procédure d’injection des particules est un 

acte chirurgical lourd, qui nécessite d’être très précautionneux. Ces souris ne sont pas prises en compte 

dans le tracé des courbes de survie. 

Les jours suivants l’injection des particules, les animaux présentent un comportement normal. Aucun 

changement dans la mobilité ni signe de souffrance (d’après les critères établis dans le Tableau 4) n’est 

observé chez les souris saines. Cela nous montre que l’injection des particules n’induit pas de graves 

effets secondaires à court terme. Pour certaines souris présentant une tumeur, l’injection des particules 

entraine une baisse de poids 24 h après l’injection des particules, qui reprend ensuite une croissance 

normale. Ce phénomène peut s’expliquer par la répétition des chirurgies, d’abord pour l’induction 

tumorale puis pour l’injection des particules, mais aussi par la pression forte causée par la tumeur et 

accentuée par l’injection des particules. 

 

Outre l’acte chirurgical, la toxicité de l’injection des particules est évaluée par comparaison des courbes 

de survie de groupes contrôles et de groupes avec injection de particules (Figure 52). 
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Figure 52 : Courbe de survie de A/ première étude avec un groupe contrôle (U871) et un groupe injecté avec 5 µl 

de particules à 20 g/l (U871 NP) ; B et C/ deuxième étude avec un groupe contrôle (U872), un groupe injecté avec 

4 µl de particules à 2 g/l dans du PEG200 (U872 NP/10) et un groupe injecté avec 4 µl de PEG200 (U872 PEG). 

  

Pour la première étude de survie, 5 µl de particules à 20 g/l dans du PEG200 sont injectés. Les courbes 

de survie montrent une survie réduite du groupe injecté avec des particules comparé au groupe contrôle 

(Figure 52A). Bien que non significative, cette diminution de la survie montre une tendance toxique des 

particules. 

Pour la deuxième étude de survie, la concentration ainsi que le volume d’injection ont été réduits pour 

limiter la tendance toxique des particules, avec 4 µl à 2 g/l injectés, toujours dans du PEG200. Une légère 

diminution de la survie est observée comparé au groupe contrôle (Figure 52B). L’écart entre les deux 

groupes est ici encore non significatif, et moins important que lors de la première étude de survie. Le 

volume et la concentration des particules injectées sont donc moins toxiques. 

Pour déterminer si la diminution de survie observée provient des particules elles-mêmes ou de la 

procédure d’injection, un groupe a été injecté avec une solution de PEG200, sans particules avec un 

protocole strictement identique à l’injection des particules. L’analyse des courbes de survie montre une 

survie légèrement augmentée pour le groupe injecté avec le PEG200 comparé au groupe contrôle (Figure 

52C). Cela nous indique que la baisse de survie observée est bien due aux particules et non à la procédure 

d’injection. La légère amélioration de la survie suite à l’injection de PEG200 sera discutée dans la partie 

suivante. 

 

Les échantillons prélevés lors de l’étude histologique sont colorés par un marquage HE pour analyser 

les effets de l’injection des particules au sein des tissus. Des exemples sont montrés en Figure 53. 
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Figure 53 : Marquage HE de coupes de A/ tissu sain ; B/ souris saines injectées avec des particules B/i groupe 

NP 24 h et B/ii NP 72 h ; C/i et ii : zone tumorale du groupe contrôle U87 CM ; D/ zone tumorale avec injection 

des particules D/i groupe U87 NP 6h, D/ii groupe U87 NP 24h, D/iii groupe U87 NP 72h, et D/iv groupe U87 NP 

7j. Sur toutes les images, la barre d’échelle correspond à 100 µm. 

Les marquages HE effectués sur tissu sain montrent une réaction très localisée au niveau du site 

d’injection des particules. Des granulocytes (aussi appelés polynucléaires) sont par exemple observables 

en Figure 53B/i. Les granulocytes sont des leucocytes (globules blancs) non spécifiques et participent 

donc à la réaction immunitaire. Ils sont caractérisés par leur petite taille, leur noyau qui semble divisé, 

et leur couleur violette. De manière intéressante, aucun macrophage n’a été observé au sein de nos 

coupes. Il est étonnant de constater l’absence de macrophage, habituel avec la plupart des particules 

magnétique injectées (Weissleder, Nahrendorf, and Pittet 2014; Herd et al. 2015). Sur la Figure 53B/ii, 

une lésion peut être observée. Ce type de lésion n’est pas propre aux particules mais est dû à la déchirure 

des tissus par l’aiguille. Des phénomènes similaires ont été observés sur une injection de sérum 

physiologique, sans particules (Cunningham et al. 2008). 

 

L’analyse des tissus tumoraux après injection des particules montre ici encore une réaction très locale 

avec la présence de granulocytes. Le marquage HE révèle un caractère acidophile de certaines cellules 

(Figure 53D/i). Les cytoplasmes acidophiles sont colorés en rouge-orangée par le marquage HE. Des 
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zones de nécrose sont aussi observées, comme par exemple en Figure 53D/iii. Elles sont caractérisées 

par l’aspect « brûlé » et « chiffonné » du tissu. Des œdèmes sont également observés, comme par 

exemple en Figure 53D/ii. Ils sont caractérisés par une densité de noyaux nettement diminuée est une 

couleur très pale. De même que dans le cas de tissu sain, aucun macrophage n’a été observé dans les 

zones tumorales. 

 

Nos différents résultats ne montrent pas de toxicité majeure des particules. A haute concentration, une 

diminution non significative de la survie est observée, cet effet étant atténué en travaillant à plus basse 

concentration. La procédure d’injection des particules peut, comme tout acte chirurgical, être risquée. 

Localement, l’injection des particules peut provoquer une nécrose de la tumeur et de l’œdème. Une 

réaction inflammatoire très localisée caractérisée par la présence de granulocytes, mais pas de 

macrophages, intervient suite à l’injection. Bien que non significative, la possible toxicité des particules 

pourrait être problématique. Cependant, la balance bénéfice/risque doit être étudiée. En effet, dans le 

cas du glioblastome, cancer avec un très faible pronostic, la toxicité mineure des particules est à 

confronter au possible bénéfice du traitement, évalué dans la partie suivante. 

 

 Evaluation du traitement 

 

III.1. Etude histologique 

 

Une première évaluation de l’impact du traitement sur les tissus est réalisée par des marquages HE. Des 

exemples de coloration obtenus pour un groupe contrôle sans particules et des groupes traités sont 

montrés en Figure 54. 
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Figure 54 : Marquages HE d’échantillons soumis au champ magnétique pour A/ le groupe contrôle U87 CM 48h 

et B/ les groupes avec injection de particules : B/i groupe U87 NP CM 6h, B/ii groupe U87 NP CM 24h, B/iii 

groupe U87 NP CM 72h, B/iv groupe U87 NP CM 7j. Sur toutes les images, la barre d’échelle correspond à 100 

µm. 

Les colorations obtenues sur les tissus traités sont assez similaires à celles des tumeurs injectées avec 

des particules, comme vu précédemment. Des cellules acidophiles sont encore présentes comme montré 

en Figure 54B/i et ii. Des zones nécrotiques au centre de la tumeur sont encore observables sur certaines 

coupes (Figure 54B/iii). De même, quelques cas d’œdèmes sont encore répertoriés. La réaction 

inflammatoire est encore principalement effectuée par des granulocytes (Figure 54B/i). De même que 

pour les tissus injectés avec des particules mais non soumis au champ magnétique, aucun macrophage 

n’a été observé autour de la trace d’injection. 

Les colorations histologiques ne montrent pas de différence significative entre les tissus traités et ceux 

seulement injectés avec des particules. 

 

L’analyse macroscopique des colorations effectuées 7 jours après l’application du champ magnétique 

nous renseignent sur la repousse de la tumeur après traitement (Figure 55). 
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Figure 55 : Marquages HE de A/ groupe U87 NP 72h et B et C/ groupe U87 NP CM 7j. B/ii photographie de 

l’échantillon prise pendant la coupe. Les rayures visibles sur l’image A sont des artefacts dus à la préparation de 

l’échantillon. Sur toutes les images, la barre d’échelle correspond à 100 µm. 

En effet, dans la plupart des cas, les particules restent le long de la trajectoire d’injection, comme montré 

par exemple en Figure 55A. 7 jours après le traitement, les particules ne sont plus le long d’une ligne 

droite mais sont dispersées de manière moins linéaire (Figure 55B/i). Cette dispersion peut s’expliquer 

par la trace d’injection qui a été déplacée, comme nous pouvons le voir lors de la coupe (Figure 55B/ii).  

Ce phénomène peut s’expliquer par une pousse des cellules tumorales de part et d’autre de la trace 

d’injection, qui aurait alors déplacé les particules de manière non uniforme.  

Sur la Figure 55C, la densité de noyaux est plus importante autour des particules. Ici encore, ce 

phénomène peut s’expliquer par une croissance des cellules tumorales dans cette zone, 7 jours après 

l’application du champ magnétique. 

La repousse des cellules observée 7 jours après l’application du champ magnétique devra être prise en 

compte pour définir les fréquences de répétition du traitement. 

 

Les résultats obtenus lors de l’étude in-vitro ont fait apparaitre un possible effet du traitement sur la 

prolifération. Pour étudier ce mécanisme in-vivo, un marquage de l’antigène Ki-67 est réalisé (Figure 

56). Le Ki-67 est une protéine présente dans le noyau des cellules prolifératives. En complément du 

marquage de la prolifération, un marquage de la GFAP est effectué. La GFAP est une protéine 

appartenant à la famille des filaments intermédiaires qui est surexprimée dans les gliomes et pendant la 

gliose (prolifération des cellules gliales) suite à un traumatisme (Ding, Haglid, and Hamberger 2000; 

Yang and Wang 2015). Elle est présente dans certaines cellules gliales et notamment les astrocytes, et 

participe au maintien de la forme cellulaire. Une contre-coloration est effectuée avec du Hoechst33342 

pour colorer tous les noyaux. Les noyaux des cellules prolifératives sont ici marqués en vert, la GFAP 

est marquée en rouge et les noyaux de toutes les cellules sont marqués en bleu. 
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Figure 56 : Marquage Ki-67 – GFAP – DAPI de coupes montrant la zone tumorale pour les groupes A/ U87 CM 

48h ; B/i U87 NP 48h ; B/ii U87 NP 7j ; C/i U87 NP CM 6h ; C/ii U87 NP CM 24h ; C/iii U87 NP CM 72h ; C/iv 

U87 NP CM 7j. Les protéines Ki-67, présentes dans les noyaux des cellules proliférantes sont marquées en vert. 

Les protéines GFAP, filaments faisant partie du cytosquelette, sont marquées en rouges. Les noyaux sont marqués 

en bleu. Sur toutes les images, la barre d’échelle correspond à 200 µm. 

Les marquages de la protéine Ki-67 ne montrent pas de différence significative entre les tumeurs 

contrôles, les tumeurs injectées avec des particules et les tumeurs soumises au traitement. Il semblerait 

que le Ki-67 soit surexprimé à 6 et 24 h après l’application du champ magnétique (Figure 56C/i et ii). 

Cependant, cette surexpression est observée à distance des particules et le Ki-67 n’est pas exprimé dans 

la zone nécrotique au centre de la tumeur. Il est peu probable que l’activation de la prolifération dans 

une zone aussi éloignée des particules soit causée par le traitement. A cause d’un problème de 

conservation des échantillons, ce marquage n’a pu être réalisé que sur un seul échantillon pour les 

groupes U87 NP CM 6h et U87 NP CM 24h, une éventuelle surexpression du Ki-67 à proximité des 

particules dans les 24 h suivant le traitement n’a donc pas pu être confirmée. La zone présentant une 

plus forte densité de cellules autour de l’injection des particules 7 jours après l’application du champ 



Chapitre 4  III. Evaluation du traitement 

146 

 

magnétique est aussi caractérisée par une surexpression du Ki-67, comme nous pouvons le voir en Figure 

56C/iv en bas à droite de l’image. 

La GFAP est principalement exprimée en bordure de la tumeur. L’aspect morphologique et l’expression 

est similaire pour le groupe contrôle, pour les groupes injectés avec des particules et pour les groupes 

traités. Une surexpression de la GFAP avait été reportée dans la zone lésionnelle de l’injection de 

l’aiguille, dans le cas d’aiguilles de 28 Gauge (360 µm de diamètre externe)  (Cunningham et al. 2008). 

Nous n’observons pas ce phénomène sur nos coupes, probablement grâce à la petite taille de l’aiguille 

utilisée. 

 

L’étude réalisée in-vitro nous a montré une forte diminution du nombre de cellules cancéreuses après 

traitement et un comportement cellulaire très affecté, avec notamment une inhibition de la prolifération 

(chapitre 3, IV). Notre étude histologique in-vivo ne montre pas de diminution de la taille de la tumeur 

ni de différence morphologique des cellules après traitement TEMMP. La prolifération cellulaire n’est 

pas non plus diminuée suite au traitement. La différence d’effets obtenus entre les résultats in-vitro et 

in-vivo peut s’expliquer par un problème de pertinence du modèle. En effet, la viscosité du milieu est 

très différente entre ces deux modèles, aboutissant à un stress mécanique subi par les cellules et des 

mécanismes impliqué très distincts. Les problématiques liées au modèle in-vitro seront discutées dans 

la partie suivante (chapitre 4, IV). Des marquages complémentaires pourraient être réalisés pour étudier 

d’autres mécanismes activés par le traitement. L’activation de l’apoptose déjà répertoriée dans certaines 

publications (Y. Cheng et al. 2015) ou le comportement des filaments d’actine pourraient par exemple 

être investigués. 

 

III.2. Etudes de survie 

 

Des études de survie ont été réalisées pour déterminer si le traitement a un effet bénéfique sur la durée 

de vie. Plusieurs délais de répétition de l’application du champ magnétique ont été testés. Cheng et al. 

ont démontré une augmentation de la survie par TEMMP en appliquant le champ magnétique 

quotidiennement pendant 5 jours (Y. Cheng et al. 2015). Nous avons donc aussi testé une application 

quotidienne du champ pendant 5 jours. Pour comparaison, un groupe est soumis au champ magnétique 

une seule fois. De plus, les marquages HE effectués au cours de l’étude histologique ont montré une 

repousse entre 72 h et 7 jours après l’application du champ. Pour tenter de limiter la repousse, un groupe 

est soumis au champ magnétique tous les 3 à 4 jours avec un total de 5 applications du champ. Pour tous 

les groupes, la première application du champ a lieu 3 jours après l’injection des particules (Figure 48 

et Figure 49). Saut de lignex 
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En plus des souris n’ayant pas survécu à l’injection et enlevées de l’étude, comme déjà évoqué au 

chapitre 4, II.4, une souris du groupe U871 NP CM5/1S a dû être euthanasiée au cours de l’étude et deux 

souris du groupe U872 n’ont pas développé de tumeur. Ces souris ont donc été retirées des études.  

 

III.2.1. Première étude de survie 

 

La représentation standard d’une étude de survie se fait en représentant le taux de survie au cours du 

temps. Les courbes de survie, aussi appelées courbes de Kaplan-Meier, de la première étude sont 

présentées en Figure 57. 

 

Figure 57 : Courbes de survie de tous les groupes de la première étude de survie. 

Parmi les résultats obtenus, seules les courbes des groupes U871 NP et U871 PEG CM sont 

significativement différentes avec une valeur p<0,05. Bien que visuellement, plusieurs courbes sont 

nettement différentes, le manque de différence significative s’explique par un groupe U871 composé de 

seulement 4 souris et par les pertes dans les groupes injectés avec du PEG200 ou des particules, ayant 

entrainé une réduction d’effectif.  

 

Pour une analyse plus claire des différents groupes, les courbes d’intérêt sont extraites et représentées 

séparément. Pour étudier l’effet de l’exposition des particules au champ magnétique, les courbes des 

groupes U871 NP, U871 NP CM1, U871 NP CM5/1S et U871 NP CM5/3S sont présentées en Figure 58. 
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Figure 58 : Courbes de survie des groupes U871 NP, U871 NP CM1, U871 NP CM5/1S et U871 NP CM5/3S de la 

première étude de survie. 

La toxicité de l’injection des particules a déjà été discutée au chapitre 4, II.4. Nous nous intéressons 

maintenant à l’effet des différentes fréquences d’application du champ magnétique rotatif sur des 

tumeurs injectées avec des particules. Le groupe U871 NP CM5/3S soumis au champ magnétique rotatif 

5 fois en 3 semaines présente une courbe de survie très similaire à celle du groupe U871 NP non soumis 

au champ magnétique. Le groupe soumis à une seule application du champ magnétique a en revanche 

une survie légèrement améliorée comparé au groupe U871 NP. La survie du groupe soumis à une 

application quotidienne du champ magnétique est encore améliorée, notamment pour une souris qui a 

vécu 26 jours de plus que la dernière souris du groupe U871 NP.  

Ces résultats montrent que l’application du champ magnétique rotatif a bien un effet bénéfique sur la 

survie. Le meilleur effet, bien que non significatif, est obtenu pour une répétition quotidienne du 

traitement pendant 5 jours. De manière intéressante, le groupe exposé au champ magnétique sur trois 

semaines a une survie inférieure au groupe soumis une seule fois au champ magnétique. Cela pourrait 

s’expliquer par un effet néfaste de l’anesthésie couplé à une stimulation moins efficace, les particules 

étant plus diffuses dans la tumeur au fur et à mesure que celle-ci pousse. Une répétition quotidienne 

permettrait alors d’impacter de plus en plus de cellules sans que la tumeur ait le temps de pousser ni de 

s’adapter entre chaque exposition. 

 

De manière intéressante et inattendue, le groupe U871 PEG CM, qui est un contrôle traité sans particules, 

a un profil différent du groupe contrôle U871 (Figure 59). 
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Figure 59 : Courbes de survie des groupes U871 et U871 PEG CM de la première étude de survie. 

En effet, le groupe U871 PEG CM a une médiane de survie plus grande que le groupe contrôle. La 

différence avec le groupe contrôle U871 n’est pas significative. En revanche, elle l’est avec le groupe 

U871 NP à cause de la toxicité induite des particules.  

Trois hypothèses pourraient expliquer l’effet bénéfique de l’injection de PEG200 en combinaison du 

champ magnétique rotatif. Il est possible que le PEG200 injecté au centre de la tumeur ait un effet létal 

sur les cellules. Bien que surprenant, un effet du champ magnétique rotatif pourrait expliquer cette 

augmentation de la survie. En effet, un effet létal sur des cellules cancéreuses de l’exposition à un champ 

magnétique basse fréquence, sans particules, a déjà été reporté (Ju et al. 2016). La troisième hypothèse 

serait due à un biais de l’expérience. En effet, l’injection de PEG200 a été réalisée après l’injection des 

particules en utilisant les mêmes aiguilles. Bien que plusieurs lavages des seringues à l’éthanol soient 

réalisés entre les deux injections, la présence de particules à faible concentration dans l’aiguille qui 

seraient donc injectées avec le PEG200 est une possibilité non négligeable. Des marquages HE ont été 

effectués sur plusieurs tissus de ce groupe pour tenter de déterminer si des particules étaient présentes 

dans les tumeurs. Cependant, cette recherche est très difficile, même pour les groupes injectés avec des 

particules car la taille de la tumeur au moment de l’euthanasie est très importante et les particules ne 

sont plus regroupées dans une même zone. Il est alors peu évident de distinguer une particule seule d’un 

dépôt ou autre parasite dû à la coloration. Une nouvelle expérience avec des groupes contrôle mieux 

défini doit alors être réalisée.  

 

La distribution des durées de survie peut aussi être représentée grâce à des boites à moustaches (Figure 

60). La médiane est représentée par le trait situé dans la boite. La moyenne correspond au petit carré. 

Les frontières de la boite délimitent le premier et le troisième quartile. 
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Figure 60 : Représentation en boites à moustaches de la durée de vie de tous les groupes de la première étude de 

survie. 

Cette représentation permet notamment de visualiser la médiane de chaque groupe ainsi que la 

distribution dans chacun des groupes. L’effet toxique de l’injection des particules est ici confirmé par 

une médiane de survie plus basse. Pour le groupe U871 NP CM5/1S exposé au champ magnétique 

quotidiennement pendant 5 jours, une plus large distribution est observée comparé au groupe contrôle 

U871. La médiane de survie est en revanche quasi-identique. Cela explique la différence non 

statistiquement significative avec les autres groupes. En effet, la distribution obtenue fait apparaitre un 

effet bénéfique du traitement sur certaines souris mais qui s’avère toxique pour d’autres. Les données 

IRM des tumeurs avant traitement ne montrent pas de corrélation entre la taille de la tumeur avant 

injection des particules et la durée de survie. Il est possible que des caractéristiques propres aux souris 

influent l’efficacité du traitement. Le seul groupe avec une médiane de survie plus élevée est le groupe 

U871 PEG CM, dont la cause de l’effet bénéfique reste à déterminer. 

 

En conclusion, l’analyse des courbes de survie montre une tendance bénéfique du traitement quotidien 

comparé à une injection de particules seules. Bien que non significatif, ce résultat est cohérent avec une 

augmentation de la survie déjà observée par Cheng et al. mais qui n’avaient pas montré de résultats sur 

un groupe contrôle sans aucun traitement (Y. Cheng et al. 2015). Cependant, cet effet est à nuancer 

compte-tenu de la toxicité de l’injection des particules. De plus, la médiane de survie est quasiment 

identique à celle du groupe contrôle U871 avec une large distribution dans la durée de survie. Cela fait 

apparaitre une sélectivité dans le traitement. Un traitement avec une unique exposition au champ ou une 

exposition sur 3 semaines ne montrent pas d’effets bénéfiques. Une augmentation de la survie a aussi 

été observée pour le groupe U871 PEG CM mais une nouvelle étude doit être réalisée pour en déterminer 

la cause. 
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III.2.2. Deuxième étude de survie 

 

Nous décidons donc de réaliser une nouvelle étude de survie avec une concentration en particules 

diminuée, à la fois pour limiter l’effet toxique des particules, mais aussi pour tester l’hypothèse d’un 

meilleur effet à faible concentration. La première étude nous a permis de conclure à un meilleur effet 

avec une exposition au champ magnétique rotatif quotidienne pendant 5 jours. C’est donc cette 

fréquence de répétition du champ qui est appliquée dans cette deuxième étude. Les contrôles sont 

composés d’un groupe non traité U872, d’un groupe injecté avec des particules dans du PEG200 à une 

concentration divisée par 10 et un volume injecté réduit par rapport à la première étude U872 NP/10, d’un 

groupe injecté avec seulement du PEG200 avec des seringues dédiées U872 PEG et un groupe soumis au 

champ magnétique rotatif quotidiennement U872 CM5. Les résultats sont donnés en Figure 61. 

 

Figure 61 : Courbes de survie de tous les groupes de la deuxième étude de survie. 

Les courbes obtenues sont assez similaires et aucune différence significative n’est observée. Comme 

déjà discuté au chapitre 4, II.4, la toxicité des particules est quasi-nulle à plus faible concentration.  

Pour déterminer la cause d’une augmentation de la survie pour le groupe U871 PEG CM, les trois 

hypothèses émises précédemment (effet du champ magnétique rotatif seul, effet de l’injection du 

PEG200, ou effet d’un traitement avec une faible quantité de particules) sont confrontées en Figure 62. 
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Figure 62 : Courbes de survie des groupes de la deuxième étude U872 et A/ U872 CM5, B/ U872 PEG et C/ U872 

NP/10 et U872 NP/10 CM5. 

La première hypothèse d’un possible effet de l’exposition au champ magnétique rotatif est ici réfutée 

(Figure 62A). En effet, les profils des deux courbes de survie sont très similaires et ne font pas apparaitre 

d’effet bénéfique sur la survie grâce à une exposition au champ. 

La deuxième hypothèse concerne l’injection du PEG200. La Figure 62B montre un léger décalage vers 

la droite de la courbe de survie du groupe injecté avec du PEG200. Il est donc possible que l’injection de 

PEG200 améliore la survie. Cependant la différence entre les deux groupes est non significative. De plus, 

l’effet sur la survie est ici plus modéré que pour le groupe U871 PEG CM dans la précédente étude. 

La comparaison du groupe contrôle U872, du groupe injecté avec des particules à faible concentration 

U872 NP/10 et du groupe traité à faible concentration U872 NP/10 CM5 de la deuxième étude de survie 

montre des courbes de survie assez similaires (Figure 62C). L’impact bénéfique de l’application du 

champ magnétique rotatif sur les tumeurs injectées avec des particules semble être nettement diminué 

quand les particules sont injectées à faible dose. L’hypothèse de particules injectées en faibles doses 

pendant l’injection de PEG200 pour le groupe U871 PEG CM n’est ici pas confirmée. 

 

De même que pour la première étude, les médianes ainsi que la distribution des durées de survie sont 

représentées en Figure 63. 
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Figure 63 : Représentation en boites à moustaches de la durée de vie de tous les groupes de la deuxième étude de 

survie. 

Aucune différence significative entre les différents groupes n’est observée ici. La distribution du groupe 

traité à faible concentration de particules U872 NP/10 CM5 est moins importante que pour le groupe U871 

NP CM5/1S avec une dose plus élevée de particules mais la médiane ainsi que la moyenne de la durée 

de survie sont encore très similaires au groupe contrôle. Seuls les groupes U872 CM5 et U872 PEG ont 

une médiane de survie légèrement améliorée, mais qui reste inférieure à celle du groupe U871 PEG CM 

de la première étude. Cependant, le manque de statistique ne permet malheureusement pas de conclure. 

 

III.3. Conclusions 

 

L’étude histologique réalisée in-vivo nous a permis de mettre au point et d’affiner toutes les procédures 

nécessaires pour l’application du traitement. En particulier, des ajustements ont été effectués avec succès 

pour l’injection des particules. Cependant, concernant l’efficacité du traitement, les colorations HE ne 

montrent pas de différences majeures entre les tissus seulement injectés avec des particules et les tissus 

avec particules et exposés au champ magnétique. De plus, les marquages de la prolifération ne montrent 

pas non plus de diminution de l’activité proliférative des cellules cancéreuses. Au contraire, une possible 

augmentation de la prolifération à 6 et 24 h après l’application du champ magnétique rotatif a été 

observée. Cependant, ce résultat n’a pas pu être confirmé à cause d’un problème de conservation des 

échantillons. 

Les études de survie ont permis de choisir la meilleure fréquence d’application du champ magnétique 

rotatif. Bien que non significative, une augmentation de la survie a en effet été observée pour certaines 

souris exposées quotidiennement au champ magnétique pendant 5 jours. Cependant, la tendance toxique 
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des particules injectées se retrouve également dans ce groupe traité. Alors que certaines souris voient 

leur durée de vie augmenter grâce au traitement, une autre partie a une durée de vie inférieure au groupe 

contrôle soumis à aucun traitement. Dans ce cas, l’effet bénéfique du traitement ne permet pas de 

compenser la toxicité des particules. Cela nous indique une sélectivité du traitement, sujet-dépendant. 

De manière intéressante, la première étude de survie montre une médiane de survie significativement 

augmentée pour le groupe injecté avec du PEG200 et soumis au champ magnétique rotatif, comparé au 

groupes injecté avec des particules. Une étude de survie complémentaire a alors été réalisée pour tester 

les trois hypothèses pouvant expliquer cet effet : impact du champ magnétique rotatif seul, impact de 

l’injection de PEG200 seule ou encore impact d’un traitement à très faible concentration. Aucune 

différence significative n’est alors obtenue entre les différents groupes dans la deuxième étude. La 

médiane de survie est tout de même légèrement augmentée pour les groupes soumis au champ 

magnétique rotatif seul et à l’injection de PEG200 seule. Le groupe injecté avec une faible dose de 

particules et exposé au champ magnétique rotatif présente une médiane de survie légèrement diminuée, 

mais certaines souris du groupe ont vécu plus longtemps. Il n’est alors pas possible de valider ni réfuter 

un effet bénéfique de chacun de ces paramètres, ni d’un effet combiné. De plus, il reste une probabilité 

non-nulle que l’augmentation de survie observée lors de la première expérience soit due au hasard.  

Tous ces résultats ne concordent pas avec les résultats obtenus in-vitro (chapitre 3). En effet, nos 

expériences in-vitro ont montré que seulement 7 % des cellules sont encore vivantes après le traitement 

par TEMMP et une affectation de la prolifération des cellules avait été observée. Les résultats obtenus 

ici sont beaucoup plus mitigés et font apparaitre un besoin d’optimisation. Bien qu’une optimisation des 

paramètres ait déjà été effectuée in-vitro, la pertinence du modèle choisi peut être remise en cause et 

sera discutée dans la partie suivante (chapitre 4, IV.1). Dans une volonté de mieux contrôler et anticiper 

la réponse des particules au champ magnétique rotatif, un nouveau modèle in-vitro a donc été développé.  

Il est à noter que, de par les propriétés immunodéficientes de ces souris, l’étude des mécanismes 

inflammatoires n’a pas pu être réalisée ici. Or, l’inflammation joue un rôle important dans la progression 

des tumeurs. Pour cette raison, il pourrait être intéressant dans de futures études de réaliser de nouvelles 

expérimentations sur un modèle syngénique immunocompétent, une fois l’optimisation des paramètres 

du TEMMP réalisée in-vitro. 
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 Développement d’un modèle in-vitro 3D 

 

IV.1. Les limites du modèle in-vitro classique – Nécessité du 

développement d’un nouveau modèle 

 

Les différents tests menés in-vitro nous montrent un effet très bénéfique du traitement avec une 

diminution importante du nombre de cellules cancéreuses vivantes et une altération de la prolifération 

des cellules restantes, qui n’a pas pu être reproduit in-vivo. Cela peut s’expliquer par de trop nombreuses 

différences entre ces deux modèles. En effet, le modèle in-vitro classique avec des cellules adhérentes 

dans des boîtes de Pétri est une version très simplifiée de la réalité. En plus des différences habituelles 

entre un modèle in-vitro et un modèle in-vivo (Gillet, Varma, and Gottesman 2013), les propriétés 

mécaniques de ces deux modèles, qui ont une grande importance pour notre étude, présentent peu de 

points communs. En effet, la réponse mécanique des particules au champ magnétique va être très 

différente lorsque les particules sont dans un liquide, dans le cas de l’in-vitro, ou lorsqu’elles sont dans 

un milieu avec une forte viscoélasticité tel que le cerveau. Les paramètres d’application du champ ainsi 

que la dose de particules à injecter ne peuvent être correctement évalués avec ce modèle. 

Une des problématiques majeures de la technique que nous utilisons pour cette étude est l’injection des 

particules directement au centre de la tumeur et la diffusion des particules injectées. Cependant, ces 

thématiques ne peuvent pas être abordées avec un modèle in-vitro classique. 

De plus, nous avons noté de nombreux points discréditant l’utilisation de ce modèle pour une évaluation 

fiable de l’efficacité ou des mécanismes de notre technique. En effet, il semblerait que les effets observés 

in-vitro soient le résultat d’un décollement des cellules qui se font « arrachées » par les particules. Or, 

un tel phénomène n’a pas d’équivalent in-vivo. De plus, les particules se retrouvent souvent agglomérées 

et nous pouvons observer la présence de cellules bloquées entre ces particules en grande quantité. Ici 

encore, un tel phénomène est peu probable in-vivo. Nous avons aussi remarqué une capacité des gros 

amas de particules à tourner en rond dans un plan vertical dans le Labtek, suggérant que les amas 

retrouvés en fond de puits à la fin de l’expérience sont en fait en train de tourner dans le milieu de culture 

pendant la majorité de la durée d’application du champ. Ces amas de particules se sont même retrouvés 

deux fois hors du milieu de culture, accrochés au parafilm qui recouvre le Labtek. 

 

Afin de travailler avec un modèle plus pertinent pour mieux optimiser les paramètres du traitement et 

étudier les phénomènes impliqués, nous avons décidé de développer un nouveau modèle in-vitro 3D. 

L’idée est alors de faire pousser les cellules en forme de sphère puis d’insérer cette sphère dans un gel 
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d’agarose, de viscosité similaire à celle du cerveau. Ce sphéroïde peut ensuite être traité comme une 

tumeur. Les particules peuvent être injectées de manière similaire au modèle in-vivo et le champ 

magnétique rotatif peut également être appliqué. 

L’utilisation de sphéroïdes pour l’étude du cancer et de ses traitements est aujourd’hui en plein essor. 

Prenant en compte l’importance des propriétés mécaniques dans le développement des tumeurs (Mierke 

2014), ce modèle à cheval entre la culture de cellules en 2D et les expérimentations animales permet de 

mimer l’architecture et l’hétérogénéité du microenvironnement tumoral (Rodrigues et al. 2018). En 

effet, il est par exemple possible d’insérer des cellules différentes dans un même sphéroïde (Costa et al. 

2016). Plus proche de l’environnement tumoral in-vivo, cette technique permet de mieux optimiser et 

tester les traitements in-vitro avant de passer à la phase préclinique, réduisant ainsi le nombre d’animaux 

utilisés dans la recherche médicale. Les sphéroïdes sont par exemple utilisés pour la recherche de 

nouveaux médicaments, prenant en compte les différences telles que le pH, l’apport en nutriments et en 

oxygène ou encore les forces mécaniques entre les cellules situées à l’extérieur de la sphère et celles 

situées à l’intérieur (Sant and Johnston 2017). D’autres modèles existent pour simuler un environnement 

3D tels que les hydrogels ou les inserts pour cellules, par exemple (Kimlin, Casagrande, and Virador 

2013; Costa et al. 2016). Dans notre cas, le modèle de sphère est le plus adapté car il nous permet de 

traiter le sphéroïde comme une tumeur, par exemple en injectant les particules directement à l’intérieur. 

Afin que le stress mécanique subi par les cellules soit le même en périphérie de la sphère, nous le 

combinons à une technique de culture de cellules en gel d’agarose. Des produits enrichis existent pour 

ce type d’application, comme le Matrigel® ou le QGel® Matrix ; cependant, ces produits sont très chers 

et le gel d’agarose a déjà prouvé son efficacité pour la culture cellulaire en 3D (G. Cheng et al. 2009; 

Harrington et al. 2014). 

 

IV.2. Mise au point de la méthode 

 

Pour notre modèle, les cellules sont ensemencées de sorte à former des sphères puis insérées dans un 

gel. L’injection des particules ainsi que l’application du champ magnétique peut alors se faire de manière 

similaire aux expérimentations in-vivo. Le protocole est résumé en Figure 64, et détaillé ci-après. 
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Figure 64 : Schéma présentant le protocole de culture de cellules en 3D. A/ Les cellules sont ensemencées dans 

une plaque faible adhésion à fond rond. B/ Les cellules s’assemblent les unes aux autres pour former une sphère. 

C/ Les sphéroïdes sont insérés dans un gel d’agarose. D/ Les particules sont injectées. E/ Le champ est appliqué. 

 

Création des sphéroïdes 

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits faible adhésion à fond rond à une concentration 

de 5.105 cellules/ml et 200 µl/puits (Figure 64A). Le milieu de culture est changé deux fois par semaine, 

en prenant soin de ne pas aspirer la sphère. Les puits en périphérie sont remplis d’eau ou de D-PBS afin 

de limiter l’évaporation du milieu de culture. Le fond de la plaque étant non-adhérent, les cellules vont 

progressivement s’assembler les unes aux autres (Figure 64B). La concentration des cellules est choisie 

pour maximiser la taille de la sphère tout en conservant la forme sphérique. En effet, si la concentration 

en cellules est trop importante, les cellules vont s’assembler en formant une coupole. Il est aussi possible 

de former des sphéroïdes en utilisant des plaques à fond rond adhérentes en recouvrant le fond d’une 

couche de gel d’agarose pour bloquer l’adhésion des cellules. Cependant, l’utilisation de plaques faible 

adhésion est préférable car elle permet d’obtenir plus rapidement des sphéroïdes présentant une 

meilleure homogénéité, des tailles plus importantes et une structure plus compacte (Vinci et al. 2012).  

 

Préparation du gel d’agarose 

Afin que les cellules situées en périphérie de la sphère soient elles-aussi dans un environnement de 

viscosité similaire à celui du cerveau, les sphéroïdes sont encapsulés dans un gel d’agarose (Figure 64C). 

Des études ont montré qu’un gel d’agarose à 0,6 % est de viscosité similaire à celle du cerveau (Pomfret, 
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Miranpuri, and Sillay 2013). Cependant, les tumeurs cérébrales sont plus dures que le tissu sain. De 

plus, nos premiers essais réalisés à 0,6 % ont abouti à des gels trop fragiles. Pour ces raisons, nous 

réalisons pour la suite des gels à 1 %. Après une semaine de culture des sphéroïdes, de l’agarose est 

dissout au bain-marie ou au micro-onde dans du DMEM+GlutaMax (équivalent à du milieu de culture 

sans SVF, le SVF étant sensible à la chaleur) à une concentration de 2 % (w/v). Après refroidissement 

jusqu’à 37°C au bain-marie, un volume de milieu de culture identique à celui de la solution est ajouté 

afin d’obtenir un gel final à 1% (w/v). La solution de gel est maintenue au bain-marie à 37 °C puis est 

rapidement déposée dans un moule (profondeur ~7 mm, diamètre ~4 mm). Les sphères sont alors 

doucement prélevées à la micropipette avec un cône 1 ml puis déposées au centre du moule, en évitant 

le plus que possible l’ajout de milieu de culture au centre du gel. Après démoulage, les gels sont déposés 

dans une plaque 6 puits à raison de 3 à 7 gels par puits, et immergés de milieu de culture. L’intérêt 

d’utiliser un tel moule est d’obtenir des gels individuels, facilement manipulables et qui peuvent être 

transférés d’un support à un autre. 

 

Injection des particules 

Afin de se rapprocher au mieux des conditions de l’in-vivo, nous utilisons une seringue Hamilton avec 

une aiguille en fibre de verre identique à celle utilisées pour les injections in-vivo. Les particules sont 

mises en suspension dans du PEG200. Le gel est déposé sur un élévateur placé en dessous de l’aiguille 

(Figure 64D). Le gel est alors élevé jusqu’à ce que l’aiguille pénètre le sphéroïde. Cette opération est 

assez délicate et nécessite de s’y reprendre à plusieurs fois. En effet, cette expérience est réalisée sous 

poste de sécurité microbiologique (PSM), contraignant la visibilité sur la sphère et l’aiguille. De plus 

les sphéroïdes sont un peu mobiles dans le gel. Si l’aiguille n’est pas située pile au centre de la sphère, 

celle-ci va glisser sur les côtés pour éviter l’aiguille. Cela nous renseigne sur une certaine élasticité des 

sphéroïdes. Le déplacement des sphéroïdes dans le gel peut s’expliquer par le fait qu’un faible volume 

de milieu de culture est inséré en même temps que le sphéroïde pendant la mise en gel et formerait ainsi 

une bulle de liquide autour du sphéroïde. Pour tenir compte de la plus petite taille du sphéroïde, un 

volume de 2 µl est injecté (contre 5 µl in-vivo) à l’aide d’un pousse-seringue à très faible débit (1 µl/min), 

cette vitesse d’injection ayant été optimisée lors des expérimentations in-vivo. 

Pour comparaison avec une méthode simplifiée, les particules sont ajoutées en même temps que les 

cellules dans la plaque 96 puits à fond rond.  

 

Application du champ magnétique 

Les gels sont déposés au centre d’un Labtek 1 puits puis immergés de milieu de culture. Afin d’assurer 

une homogénéité du champ reçu par tous les sphéroïdes, nous disposons au maximum 9 gels au centre 
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du Labtek. Celui-ci est ensuite placé au centre du cylindre de Halbach et le champ est appliqué pendant 

45 min à une fréquence de 20 Hz (Figure 64E). 

 

Analyse des échantillons 

Un des avantages majeurs de cette méthode est qu’elle permet d’analyser les sphéroïdes avec les mêmes 

protocoles que les tissus in-vivo. Les gels sont congelés dans de l’isopentane à -60 °C. Ils sont ensuite 

coupés en tranches de 12 µm à l’aide d’un Cryostat maintenu à -20 °C, et récupérés sur des lames de 

verre appropriées. 

Des marquages sont ensuite effectués afin de révéler certains éléments des cellules. Les marquages HE 

et Ki-67 sont réalisés selon le même protocole que pour les échantillons in-vivo (annexe V). Des analyses 

au TEM ont également été réalisées d’après le protocole présenté en annexe IV. 

 

IV.3. Validation de la méthode 

 

IV.3.1. Sphéroïdes obtenus 

 

Les sphéroïdes obtenus ont des tailles comprises entre 0,8 et 1 mm (Figure 65A et B/i). Bien que plus 

petits que les tailles de tumeur que nous chercherons à traiter par la suite, ils offrent une configuration 

similaire pour appréhender les problématiques d’injection des particules. 

 

Figure 65 : A/ Image au microscope optique d’un sphéroïde pris en gel et B/ marquages HE de sphéroïdes en gel. 

Les marquages HE permettent de visualiser la morphologie des cellules, de manière similaire à ceux 

réalisés sur les coupes in-vivo (Figure 65B/ii). 
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IV.3.2. Injection des particules dans les sphéroïdes 

 

Diffusion des particules 

La différence dans la répartition des particules selon que les particules soient mises avec les cellules à 

J0 ou soient injectées dans le sphéroïde à J8 peut s’observer par un marquage HE (Figure 66). 

 

Figure 66 : Marquages HE de sphéroïde en gel A/ avec particules mises à J0 et B/ avec particules injectées à J8. 

La concentration en particules est ici identique à la première étude de survie : 20 g/l et la congélation a été réalisée 

3 jours après la mise des particules. La barre d’échelle correspond à 200 µm. 

De manière attendue, les particules sont dispersées dans le sphéroïde lorsqu’elles sont mises en même 

temps que les cellules (Figure 66A). En revanche, lorsqu’elles sont injectées après formation de la 

sphère, les particules restent principalement le long de la trajectoire de l’aiguille (Figure 66B). 

Bien qu’une meilleure diffusion soit préférable pour un traitement plus efficace, l’injection dans le 

sphéroïde permet de mieux se rapprocher d’une situation in-vivo. En effet, l’observation de particules 

après leur injection intracrânienne montre que celles-ci diffusent peu et restent proche de la trajectoire 

de l’aiguille (chapitre 4,II II.2). Ce nouveau modèle pourrait donc être utilisé pour optimiser la diffusion 

des particules dans le sphéroïde, puis dans la tumeur. 

 

Etude de l’internalisation des particules 

Nous cherchons maintenant à savoir si les particules sont internalisées avec ce modèle. Nous avons 

remarqué que les particules sont internalisées après 24 h dans le modèle in-vitro classique et qu’elles ne 

sont pas internalisées dans le modèle in-vivo 72 h après l’injection des particules. Le modèle étudié ici 

étant un mélange entre les deux modèles, car artificiel et composé d’une lignée cellulaire, mais 

présentant une structure 3D assimilable à du tissu, la question de l’internalisation se pose de nouveau. 

Dans une première approche, les sphéroïdes ont été observés au microscope optique. En faisant varier 

le plan focal, il est possible de déterminer si la (ou les) particules observées sont dans ou hors des 

cellules. Nous avons remarqué que les particules sont plus souvent internalisées lorsqu’elles sont 

ajoutées en même temps que les cellules. Au contraire, lorsque les particules sont injectées directement 

dans le sphéroïde, les particules sont plus souvent entre deux cellules. Cependant, ce microscope ne 
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permet d’observer que les cellules les plus en périphéries. De plus, la résolution ne permet pas d’exclure 

catégoriquement une internalisation lorsque la particule se trouve entre deux cellules, car elle pourrait 

se trouver à l’intérieur d’une des cellules, collée à la paroi. 

Pour confirmer nos premières observations et mieux analyser l’internalisation des particules, des 

acquisitions ont été réalisées au TEM (Figure 67) d’après le protocole présenté en Annexe IV. 

 

Figure 67 : Images TEM à J11 de particules dans des sphéroïdes A/ injectées dans la sphère à J8 et B/ ajoutées à 

J0 avec les cellules; C/ quantification des particules internalisées et non internalisées en fonction de la méthode 

d’injection des particules. La barre d’échelle correspond à 1 µm. 

Les acquisitions au TEM permettent de définir si les particules sont à l’intérieur des cellules ou à 

l’extérieur. Par exemple, les trois particules présentes en Figure 67A/i sont situées entre deux cellules. 

Les membranes ainsi que le cytoplasme de deux cellules sont visibles au-dessus ainsi qu’en dessous des 

particules. De même, les particules visibles en Figure 67A/ii sont entourées par quatre cellules, situées 

aux quatre coins de l’image. Ces deux acquisitions ont été réalisées sur des sphéroïdes injectés avec des 

particules à J8. Au contraire, les particules de la Figure 67B/i sont situées à l’intérieur d’une cellule dont 

la membrane est visible sur la droite de l’image. Les particules en Figure 67B/ii sont elles aussi situées 

à l’intérieur d’une cellule et entourées par de nombreux organites. Ces deux acquisitions ont été réalisées 

sur des sphéroïdes avec mises des particules à J0  

Pour confirmer la validité de ces observations, une quantification a été réalisée sur toutes les particules 

présentes sur nos coupes (Figure 67C). Nous avons ainsi déterminé que lorsque les particules sont mises 



Chapitre 4  IV. Développement d’un modèle in-vitro 3D 

162 

 

en même temps que les cellules, au moins 90 % d’entre elles sont internalisées à J11. En revanche, 

lorsque les particules sont injectées avec un protocole similaire à l’étude in-vivo, seulement 30 % des 

particules sont internalisées à J11. 

L’injection des particules après formation de la sphère permet donc de reproduire plus finement les 

conditions in-vivo. Pour notre application, le stress subi par les cellules et provoqué par la vibration des 

particules dépend de si celles-ci sont internalisées ou non. Il est donc important que le modèle choisi 

permette de se placer dans une situation similaire. Bien que laborieuse, l’injection des particules dans le 

sphéroïde est donc nécessaire pour notre étude. 

 

IV.3.3. Application du traitement 

 

De même que pour l’étude in-vivo, des marquages ont été effectués pour observer l’effet du TEMMP 

sur les sphéroïdes pris en gel. Des marquages HE pour voir la morphologie des cellules et Ki-67 pour 

étudier la prolifération sont présentés en Figure 68. 

Les marquages HE réalisés sur des tissus in-vivo permettent à la fois de vérifier la morphologie des 

cellules mais aussi de déterminer quels types de cellules se trouvent dans la zone d’intérêt. Ici, seule la 

morphologie des cellules de culture peut être étudiée. 
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Figure 68 : i/ Marquages HE et ii/ Marquages Ki-67 – Hoechst de sphéroïde en gel 6 h après application du 

champ A/ sans traitement ; B/ injectés avec des particules à une concentration de 20 g/l ; C/ injectés avec des 

particules à une concentration de 20 g/l et exposé au champ magnétique rotatif ; D/ injectés avec du PEG200 ; 

E/ injectés avec des particules à une concentration de 2 g/l ; F/ injectés avec des particules à une concentration 

de 2 g/l et exposé au champ magnétique rotatif. Les rayures observées sur l’image E/i sont des artefacts dus à la 

préparation de l’échantillon. La barre d’échelle correspond à 200 µm. 

Nos marquages HE montrent une plus grande densité de noyaux et un caractère acidophile des cellules 

dans les zones d’injection comme en Figure 68B/i et C/i autour des particules ou en Figure 68D/i en bas 

de l’image. Ces observations sont en concordance avec les résultats obtenus in-vivo (chapitre 4, III.1). 

Le caractère acidophile des cellules avait en effet déjà été remarqué dans les zones proches des 

particules. Ce phénomène est ici observable aussi dans le cas d’injection de PEG200. Une augmentation 

de la densité de noyaux avait été remarquée in-vivo 7 jours après le traitement autour de la zone 

d’injection. Ce phénomène est ici présent dans les sphéroïdes injectés 6 h après l’application du champ 

(soit 3 jours après l’injection), même sans particules ni exposition au champ. 
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Les marquages de prolifération montrent également une surexpression du Ki-67 dans les zones 

d’injection (Figure 68B/ii, C/ii et D/ii). Au cours de l’étude in-vivo, une surexpression du Ki-67 avait 

été observée 7 jours après traitement dans la zone d’injection et à distance des particules 6 et 24 h après 

injection (Figure 56C/i, ii et iv). Cependant, les nécroses au centre de certaines tumeurs, et donc au 

niveau des zones d’injection, ne permettent pas d’étudier in-vivo la prolifération des cellules autour des 

particules. Nos observations réalisées grâce au modèle in-vitro 3D nous font émettre l’hypothèse d’une 

augmentation de la prolifération des cellules suite à l’injection. 

 

Les résultats obtenus avec ce nouveau modèle in-vitro de sphéroïdes en gel sont très différents de ceux 

obtenus par les expériences in-vitro classique. L’effet létal très important et la diminution de la 

prolifération des cellules après TEMMP observés au chapitre 2 ne sont pas reproduits ici. En revanche, 

nos résultats sont beaucoup plus cohérents avec ceux obtenus in-vivo. De plus, ce nouveau modèle 

permet d’observer la réaction à l’injection des particules ou de PEG200 ainsi que la diffusion des 

particules. Il va donc pouvoir être utilisé pour mieux optimiser les paramètres du traitement en tenant 

compte de la viscosité du milieu. 

 

IV.3.4. Utilisation du modèle de sphéroïdes en gel et pistes d’optimisation  

 

Jusqu’à présent, la plupart des tests effectués pour observer le comportement des particules soumises à 

un champ magnétique rotatif ont été réalisés dans du liquide et ont montré que les particules étaient 

capables d’effectuer un mouvement. Pour évaluer la réponse mécanique des particules au champ 

magnétique rotatif dans un environnement plus rigide et plus complexe, nous avons utilisé notre nouveau 

modèle de sphéroïde en gel et observé les particules pendant l’application d’un champ magnétique 

rotatif.  

Le cylindre de Halbach tel qu’il a été configuré et dimensionné ne permet pas une observation au 

microscope en même temps que l’application du champ. Nous avons donc utilisé un système composé 

de quatre bobines positionnées sous un microscope optique. Le champ appliqué peut être rotatif, 

alternatif ou constant ; il varie entre 15 et 90 mT à une fréquence entre 0,1 et 20 Hz. 

Deux modes d’observation sont utilisés selon la fréquence choisie. Pour les fréquences les plus faibles 

(<10 Hz), l’échantillon est illuminé par des diodes électroluminescentes (LEDs) et le signal est recueilli 

par la caméra placée au-dessus de l’échantillon. Dans ce mode, appelé champ clair, les particules 

apparaissent alors en noir et le contour des cellules, bien que peu contrasté, peut être distingué (Figure 

69A). L’image recueillie ne montre qu’un seul plan, il est parfois nécessaire de faire varier le plan focal 

pour mieux distinguer les contours des cellules. Pour des fréquences plus élevées (>10 Hz), le 
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mouvement trop rapide des particules n’est plus perceptible. Un mode champ sombre est utilisé en 

stoppant, grâce un cache, une partie des rayons réfléchis par l’échantillon pour ne recueillir que les 

rayons se réfléchissant sur les particules orientées dans un axe. L’image observée correspond à la 

lumière réfléchie par les particules (Figure 69B). Les cellules ne sont alors plus visibles et les 

mouvements, même de faible amplitude des particules peuvent être observés. Dans les deux cas, nous 

n’avons pu observer que les particules et les cellules situées en périphérie du sphéroïde (environ trois 

couches de cellules). 

 

Figure 69 : Images de sphéroïdes en gel avec des particules obtenues avec le microscope en mode A/ champ clair 

permettant de voir le contour des cellules en couleur clair et les particules en noir et B/ champ sombre permettant 

de visualiser la réflexion de la lumière par les particules. 

 

Influence du gel sur le modèle 

Certaines expériences ont été réalisées sur des sphéroïdes sortis de leur gel. Dans ce cas, nous avons 

observé que les cellules en périphérie bougeaient beaucoup en réponse à la stimulation des particules, 

allant même jusqu’à se détacher et être expulsées de la sphère. Ce phénomène nous montre l’importance 

de la prise en gel dans notre modèle. En effet, si le champ est appliqué sur une longue période, les 

cellules en périphérie se détacheraient les unes après les autres, perdant l’intérêt d’un milieu contraint 

avec une forte viscosité. De plus, nous avons également observé que les sphères s’aplatissaient 

lorsqu’elles ne sont plus disposées dans une plaque à fond rond, non compatible avec l’application du 

champ dans le cylindre de Halbach. 

 

Observations préliminaires des particules en fonction des paramètres d’application du champ 

Pour tenter de définir des axes d’amélioration pour maximiser l’effet du traitement, nous avons fait 

varier les différents paramètres d’application du champ et observé le comportement des particules. Nous 
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reportons ici certaines caractéristiques ressorties de nos expériences préliminaires, et qui pourraient être 

approfondies dans de futures études pour une bonne optimisation des paramètres. 

Nous avons observé un mouvement de certaines particules en réaction au champ tournant appliqué dès 

15 mT (champ plus faible non testé) pour de faibles fréquences (0,5 Hz). Augmenter l’amplitude du 

champ permet alors d’augmenter le nombre de particules qui entrent en mouvement pour suivre le 

champ. Même pour les amplitudes les plus élevées testées (90 mT), nous n’avons pas pu observer de 

mouvement pour certaines particules. 

Nous avons fait varier à la fois la fréquence et l’amplitude du champ et avons observé que l’amplitude 

des mouvements des particules diminue lorsque la fréquence augmente. Pour garder une amplitude de 

mouvement similaire, il faut alors augmenter l’amplitude du champ. 

Nous avons remarqué que, pour une fréquence donnée, le champ nécessaire pour faire bouger un petit 

amas de particules et plus faible que pour faire bouger une particule seule. Ce phénomène est en 

concordance avec une étude théorique réalisée par Carrey et al. qui montrent que dans un champ rotatif, 

le torque produit par un amas de nanoparticules monodomaines augmente drastiquement (Carrey and 

Hallali 2016). Ce point pourra notamment être pris en compte lors de l’optimisation de la diffusion des 

particules dans les tissus. Il est possible qu’une dispersion trop homogène soit finalement préjudiciable 

pour maximiser l’effet du traitement. 

En faisant varier le plan focal de haut en bas, il est possible dans certains cas de savoir si une particule 

se situe à l’intérieur ou à l’extérieur d’une cellule. Nous avons constaté que les particules bougent plus 

facilement lorsqu’elles sont internalisées dans les cellules que lorsqu’elles sont hors des cellules. Cela 

peut s’expliquer par les contraintes subies par les particules situées entre les membranes des cellules. A 

l’inverse, il semblerait que les particules situées dans les cellules arrivent à bouger plus librement. 

Cependant, ces observations ne signifient pas forcément que le stress subi par les cellules est plus fort 

lorsque les particules sont internalisées. En effet, il est possible que les particules arrivent plus 

facilement à tourner lorsqu’aucun organite cellulaire n’est sur leur chemin. Dans ce cas, les particules 

ne pourraient pas non plus appliquer directement un stress mécanique sur les organites de la cellule.  

 

Pour conclure, les différentes expériences menées nous confirment que les particules sont capables de 

répondre mécaniquement au champ appliqué pour agir sur les cellules malgré les contraintes mécaniques 

de ce modèle. Les observations réalisées ici font apparaitre un possible effet bénéfique d’une fréquence 

plus faible qui permet d’amplifier l’amplitude des mouvements des particules. Une augmentation de 

l’effet lorsque la fréquence diminue a déjà été reportée dans la littérature (Wong et al. 2017). Une 

amplitude de champ plus élevée permet d’augmenter le nombre de particules réceptives et d’amplifier 

les mouvements des particules. La diffusion des particules dans les tissus, qui devra être optimisée pour 
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de futures études, pourra être limitée afin de permettre la formation de petits amas de particules, plus 

réceptifs au champ appliqué. 

 

IV.3.5. Conclusions 

 

La non-pertinence du modèle in-vitro classique révélée au cours de notre étude nous a poussé à 

développer un nouveau modèle in-vitro 3D. Les cellules poussent en s’auto-assemblant pour former une 

sphère. Le sphéroïde obtenu après une semaine de culture est encapsulé dans un gel d’agarose. Les 

différentes procédures du TEMMP comme l’injection des particules et l’application du champ 

magnétique rotatif peuvent alors être testées dans ce modèle. Nous avons pu valider les différentes étapes 

du modèle. Notamment, l’injection des particules directement dans la sphère après sa formation présente 

plusieurs avantages. Elle permet à la fois d’envisager in-vitro les problématiques techniques de 

l’injection des particules, mais aussi d’éviter l’internalisation des particules par les cellules, en 

cohérence avec le modèle in-vivo. En effet, les analyses au TEM montrent que seulement 30 % des 

particules sont internalisées avec ce modèle. L’encapsulation en gel permet de mimer les propriétés 

mécaniques du cerveau, même pour les cellules situées en périphérie de la sphère. De plus, la 

configuration en gels individuels est pratique pour les différentes étapes à réaliser. L’analyse de ces 

sphéroïdes peut alors être réalisée de façon similaire aux analyses in-vivo. Nous avons soumis les 

sphéroïdes au TEMMP et avons obtenus des résultats cohérents avec l’étude histologique réalisée in-

vivo, venant ainsi confirmer la pertinence de ce modèle. 

Ce modèle in-vitro 3D pourra maintenant être utilisé pour l’optimisation des paramètres du TEMMP, 

avant de refaire d’éventuels tests in-vivo, et va ainsi permettre de limiter le nombre d’animaux utilisés. 

La dose et la diffusion des particules pourront par exemple être ajustés pour maximiser l’effet du 

TEMMP tout en limitant la toxicité. Ce modèle pourra également être utilisé afin de prendre en compte 

le comportement différent des particules en réponse à l’application d’un champ magnétique dans un 

milieu visqueux et ainsi optimiser les paramètres d’application du champ magnétique. Nos observations 

préliminaires font apparaitre un possible effet bénéfique d’une fréquence réduite et d’une amplitude de 

champ élevée pour maximiser l’amplitude du mouvement des particules. 

Ce modèle pourra également être utilisé pour étudier les mécanismes liés au stress mécanique induit par 

les particules sur les cellules. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à la prolifération des 

cellules. L’apoptose ou le dérèglement du cytosquelette pourraient par exemple être également étudiés. 
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Cette étude s’inscrit dans une volonté de proposer des thérapies innovantes du cancer en tirant profit des 

larges possibilités que les nano et microparticules magnétiques offrent pour les applications 

biomédicales. Emergeant d’une collaboration entre un laboratoire spécialisé dans le nanomagnétisme, 

la spintronique et ses applications, et d’un laboratoire spécialisé dans le cerveau et ses pathologies, ce 

travail pluridisciplinaire se focalise sur le traitement du glioblastome, cancer du cerveau aujourd’hui 

incurable. La thérapie étudiée dans ces travaux consiste à provoquer un stress mécanique sur des cellules 

cancéreuses par la vibration de particules magnétiques, exposées à un champ magnétique rotatif basse 

fréquence (TEMMP). Pour développer ce travail, nous avons suivi la stratégie classique de la recherche 

biomédicale de façon progressive, qui commence par le développement de la technologie répondant au 

besoin biomédical, se poursuit par l’évaluation de son efficacité in-vitro, puis par des tests précliniques 

chez l’animal. 

 

Dans la première partie de ce travail, nous nous sommes intéressés à la fabrication et à la caractérisation 

des particules magnétiques nécessaires au TEMMP. Des particules en forme de disque, composées de 

permalloy et recouvertes d’or ont d’abord été produites en salle blanche, ce qui leur assure une parfaite 

reproductibilité et homogénéité dans un environnement très propre. Les dimensions choisies leur 

permettent d’interagir avec les entités biologiques et entrainent une configuration magnétique en vortex. 

Leur faible rémanence et leur susceptibilité sous un seuil critique évitent ainsi leur agrégation en 

suspension et permettent leur redispersion suite à l’application d’un champ magnétique. Leur 

recouvrement par un matériau biocompatible tel que l’or est compatible pour des applications 

biomédicales. L’anisotropie de forme des disques de permalloy permet leur mise en mouvement par 

l’application d’un champ magnétique externe de façon efficace. Les particules peuvent alors être 

« activées » à distance et produire un stress mécanique sur les cellules plus important qu’avec les 

SPIONs plus couramment utilisés. 

Dans une optique d’amélioration, des particules pouvant être activées par des champs magnétiques 

d’orientation quelconque ont été étudiées. Des particules multicouches de Co/Pt, couplées au travers de 

couches minces de ruthénium par un couplage RKKY pour former des SAF, ont pour cela étaient 

produites. L’avantage de telles particules réside dans leur structure magnétique qui leur confère à la fois 

une faible rémanence due à la compensation des couches, mais aussi une forte aimantation 

perpendiculaire lorsqu’un champ est appliqué. Nous avons testé différents nombres de répétitions de 

multicouches de Co/Pt et de couches de Ru et nos caractérisations ont montré que les propriétés 

magnétiques de nos particules ainsi produites sont moins favorables pour le TEMMP.  

Un deuxième type de particules alternatives a été étudié. Pour cela, les particules de permalloy sont 

produites en forme d’ellipse pour conserver la configuration en vortex des particules tout en ajoutant 

une anisotropie de forme dans le plan de la particule. Ainsi, les particules seraient capables de se mouvoir 
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en suspension, même lorsque le champ magnétique rotatif est appliqué dans le plan de la particule. Les 

caractérisations magnétiques nous confirment la persistance du vortex avec cette nouvelle géométrie. 

Cependant, des optimisations restent à effectuer avant une utilisation pour le TEMMP.  

 

Nous avons donc pu réaliser l’étude in-vitro sur une lignée cellulaire de glioblastome avec les disques 

de permalloy. Nous avons pu démontrer la non-toxicité des particules jusqu’à une concentration de 

3,2.10-4 g/cm² ainsi qu’une internalisation des particules après 24 h d’incubation. Pour le TEMMP, un 

système composé d’un cylindre de Halbach en rotation a été développé pour l’application du champ 

magnétique rotatif. Les paramètres tels que la dose de particules, l’amplitude du champ, le temps 

d’exposition au champ magnétique ainsi que la fréquence d’application ont été optimisés. Les tests 

d’efficacité du TEMMP montrent alors un très fort effet anti-tumoral. En effet, avec 100 µg de 

particules/puits et un champ magnétique de 0,4 à 0,9 T appliqué pendant 45 min à 20 Hz, une diminution 

de 79 % du nombre de cellules et de 93 % de la viabilité cellulaire est mesurée. Une inhibition de la 

prolifération a également été observée sur les cellules restantes. Tous ces résultats montrent un effet 

létal important du TEMMP sur les cellules de glioblastome dans un modèle in-vitro 2D, et viennent 

compléter la littérature déjà existante sur le sujet.  

 

Forts de cette première validation in-vitro, nous avons poursuivi notre travail par la validation de l’effet 

thérapeutique dans le cadre du modèle orthotopique de glioblastome chez la souris nude. La première 

étape a consisté à mettre au point le protocole d’injection des particules en intra-tumoral. Pour cela, le 

véhicule d’injection, le volume, le débit, le type d’aiguille ainsi que les délais entre les différentes 

procédures ont été optimisés. Les particules diffusent peu, ce qui est cohérent avec leur taille, mais 

restent localisées dans la tumeur. L’injection des particules n’induit pas de toxicité majeure mais 

entraine une réaction localisée avec notamment un effet œdémateux et une réaction des polynucléaires. 

Aucune réaction macrophagique n’est observée, ce qui devrait assurer leur persistance à long terme. Nos 

analyses ont également montré que les particules ne sont pas internalisées in-vivo, ce qui vient remettre 

en cause les résultats d’efficacité du TEMMP obtenus in-vitro. Les colorations histologiques réalisées 

sur les tissus in-vivo après TEMMP ne montrent pas de différences majeures avec le groupe injecté avec 

des particules. Au contraire, une possible augmentation de la prolifération à 6 et 24 h après l’application 

du champ magnétique rotatif a été observée, mais n’a pas pu être confirmée à cause d’un problème de 

conservation des échantillons. La première étude ne montre pas d’effet significatif sur la survie, mais la 

médiane de survie du groupe soumis à une application quotidienne du champ magnétique rotatif est tout 

de même améliorée. De façon inattendue, la médiane de survie du groupe soumis à une injection de 

PEG200 et à une exposition au champ magnétique rotatif est significativement améliorée par rapport au 

groupe injecté avec des particules. Trois hypothèses ont été formulées pour expliquer ce phénomène : 
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un effet du champ magnétique rotatif seul, un effet de l’injection de PEG200 seule, ou un effet dû à de 

possibles particules injectées en même temps que le PEG200 à très faible dose et exposées au champ 

magnétique. La deuxième étude réalisée dans le but d’éclaircir ce point n’a malheureusement pas permis 

d’approuver ni réfuter formellement ces hypothèses, la différence entre les groupes étant non-

significative.  

 

L’effet mitigé obtenu par le TEMMP dans notre étude in-vivo, très contrasté par rapport aux résultats 

obtenus avec le modèle in-vitro vient remettre en cause la pertinence du modèle in-vitro classique. Cela 

s’ajoute à la non-internalisation des particules in-vivo en désaccord avec les résultats obtenus in-vitro, 

aux différences de viscosité et de contraintes mécaniques entre un modèle in-vitro classique et un modèle 

in-vivo. Cette critique des modèles in-vitro classiques est d’actualité et a poussé au développement de 

modèles 3D qui miment les cellules tumorales dans leur microenvironnement (Mierke 2014; Rodrigues 

et al. 2018; Costa et al. 2016). Disposer d’un tel modèle pour tester les stratégies locales dans le domaine 

de la nanomédecine peut apporter de nombreuses réponses. Nous avons donc développé et validé un 

modèle basé sur des sphéroïdes en gel d’agarose permettant de mimer in-vitro l’injection intra-tumorale. 

Dans ces conditions, la majorité des particules ne sont pas internalisées, en concordance avec les 

résultats in-vivo. Nous avons vérifié que l’exposition au champ magnétique provoquait bien une rotation 

des particules, qui pouvait ainsi transmettre un stress mécanique aux tissus. Mais comme pour les 

expériences in-vivo, les modifications morphologiques sont discrètes et peu significatives. Les 

marquages de prolifération laissent suspecter une augmentation de la prolifération cellulaire suite à 

l’injection, en accord avec un possible effet identique obtenu in-vivo.  

Ce modèle in-vitro 3D pourra maintenant être utilisé pour optimiser les différents paramètres du 

TEMMP. Il va permettre de limiter le nombre d’animaux utilisé pour le développement de cette 

technique. Pour optimiser la diffusion des particules, plusieurs pistes sont à envisager. La première 

concerne une fonctionnalisation de la surface des particules. En effet, plusieurs études mentionnent 

l’importance de la chimie de surface dans la diffusion des particules (Parodi et al. 2014; Jin et al. 2013). 

Cependant, à cause de la taille de nos particules, plus élevée que pour les nanoparticules couramment 

utilisées dans les applications biomédicales, le bénéfice apporté par la fonctionnalisation risque de ne 

pas être suffisant. Ce procédé pourrait alors être combiné à une injection des particules en points 

multiples. Concernant les paramètres d’application du champ magnétique rotatif, des observations 

préliminaires font apparaitre un possible effet bénéfique d’une fréquence réduite en maximisant 

l’amplitude du mouvement des particules. Nos observations nous incitent à appliquer un champ le plus 

fort possible, tout en tenant compte des problématiques techniques que cela engendre. Il semblerait que 

le champ appliqué au centre du cylindre de Halbach soit suffisant pour la mise en mouvement de nos 

particules. Si l’optimisation des paramètres permet d’observer un effet bénéfique du TEMMP, ce modèle 
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pourra aussi être utilisé pour tenter de définir les mécanismes impliqués. Dans notre étude nous nous 

sommes intéressés notamment à la prolifération des cellules. L’apoptose ou le dérèglement du 

cytosquelette pourraient par exemple être également étudiés. De plus, une analyse transcriptomique 

pourrait par exemple permettre de mieux cibler les différents mécanismes. 

 

Les données de la littérature qui appuyaient notre approche du TEMMP sont essentiellement des 

résultats expérimentaux in-vitro et aucune évaluation du TEMMP n’avait encore été réalisée sur un 

modèle in-vitro 3D. Seuls quelques articles montrent une efficacité in-vivo, mais le seul bénéfice sur la 

survie a été obtenu avec des particules injectées en même temps que les cellules et plusieurs groupes 

contrôles sont manquants (Y. Cheng et al. 2015). Plusieurs articles de la littérature montrent que les 

stimulations vibratoires peuvent aussi induire la prolifération cellulaire et moduler la différenciation des 

cellules souches (Weinheimer-haus et al. 2014; Pongkitwitoon et al. 2016; H. Zhang et al. 2018; 

Maredziak et al. 2017).  

 

Pour conclure, notre travail n’a pas permis de valider le traitement par effet magnéto-mécanique de 

particules. Notre apport a été de montrer qu’il fallait revoir de façon majeure la validation in-vitro en 

utilisant des modèles 3D plus pertinents. Notre travail pointe aussi un domaine en plein essor, qu’est la 

compréhension du rôle des propriétés physiques et mécaniques du microenvironnement tumoral. 
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 Protocole détaillé de fabrication des particules 

 

Ce protocole a été principalement mis au point pendant la thèse de Selma Leulmi avec l’aide de Philippe 

Sabon. Quelques optimisations ont été réalisées par Mélissa Morcrette et moi-même. 

• En arrivant en salle  

Allumer le MJB4 : ON / Sur la lampe : Power ON puis CP puis START, 30 min de chauffe 

Allumer les plaques chauffantes : une à 90 °C, une à 180 °C. Monter la puissance de chauffe à 90-100 % 

puis la baisser à 30-40 % une fois proche de la valeur cible 

Allumer la tournette en suivant les instructions, la laver avec de l’acétone, fixer le support adéquat, 

vérifier que le vide fonctionne, préparer 2 chronomètres sur 5 min 

Programmer la tournette pour la PMMA 2% : 2000 rotations/minute - 60 secondes - 4000 accélération  

 

• Résines  

Utiliser des wafers de Si pur, non oxydés. Passer la soufflette sur le substrat de silicium 

Positionner le wafer, de manière centrée sur la tournette 

Déposer la PMMA 2% : ~0.6ml pour un wafer 2 pouces ou ~1.2ml pour un wafer 4pouces avec une 

pipette 

Enclencher le vide et lancer la tournette, sans attendre  

Dès que la tournette s’arrête, désenclencher le vide, récupérer le wafer et le déposer sur la plaque à 

180°C. Déclencher de suite le chrono : 5 min 

Dès que le chrono est fini, déposer le wafer sur une lingette, le laisser refroidir 

Nettoyer la tournette avec de l’acétone 

Programmer la tournette pour la ma-N 2403 : 4000 rotations/minute - 30 secondes - 2000 accélération. 

Positionner le wafer, de manière centrée sur la tournette 

Déposer la ma-N 2403 : ~0,6 ml pour un wafer 2 pouces ou ~1,2 ml pour un wafer 4 pouces avec une 

pipette 

Enclencher le vide et lancer la tournette, sans attendre 

Préparer un chrono à 1 min 30 

Dès que la tournette s’arrête, désenclencher le vide, récupérer le wafer et le déposer sur la plaque à 

90 °C. Déclencher de suite le chrono : 1 min 30 

Dès que le chrono est fini, déposer le wafer sur une lingette, le laisser refroidir 

Nettoyer la tournette avec de l’acétone 
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• Insolation – MJB4 deep UV     Se badger 

Utiliser le masque 4 pouces (Vortex ou ellipse). Positionner le masque, face chromée vers le haut, sur 

le porte-masque en le calant contre les 3 vis. Enclencher le vide, vérifier. Positionner le tout sur le MJB4, 

serrer les vis. (Remarque : La face chromée doit être en contact avec l'échantillon) 

Mettre en place le porte-substrat à la bonne taille et avec le joint, le petit trou vers nous 

Par sécurité, descendre de 2 la molette. Vérifier l’alignement : X à 10, Y à 10 et θ à 0. 

Passer un coup de soufflette sur le wafer et le positionner selon les marques du porte substrat (côté droit 

vers nous) 

Sélectionner « WEC settings », suivre les indications. Un réglage suffit pour plusieurs wafers de même 

taille & résines 

Régler les paramètres :  

Choisir « 1-Align + exposure » et « 4-vacuum contact » durée 20 secondes, temps d'exposition de la 

MAN = 2.2 secondes.  

Insoler la MAN : monter le substrat tout doucement et appuyer sur « Exposure » 

Redescendre le substrat, récupérer le wafer 

Desserrer les vis, récupérer le masque. Nettoyer le masque : mettre le bain de « Remover » dans le bac 

à ultra son, y plonger le masque avec la pince blanche, vérifier que le bac n’est pas en mode chauffage, 

allumer le bac pour 15-20min. Rincer le masque en le plongeant dans le bac de lavage pour un cycle. 

Sécher le masque avec la soufflette en le tenant par les bords pour ne pas laisser de traces. Le ranger. 

Penser à éteindre l’appareil s’il ne sera plus utilisé dans la journée Se débadger 

 

• Développement 

Préparer un cristallisoir de AZ 326 MIF pur, et un cristallisoir d’eau. 

Plonger le wafer dans le cristallisoir de AZ326MIF. 35 secondes pour les wafers 2 pouces, 40 secondes 

pour les 4 pouces 

Plonger le wafer dans le cristallisoir d’eau 

Rincer le wafer au jet pendant 1 à 2 min, le sécher avec la soufflette 

On peut vérifier au microscope otique que l'on a bien le réseau. 

 

• Dépôt – Evap       Se badger 

Appuyer sur « LL Vent » 

Installer le wafer sur le porte substrat. Passer un coup de soufflette. 

Quand le voyant « ATM sas » est allumé, positionner rapidement le porte substrat dans le sas et appuyer 

au plus vite sur « LL pump ». 

Lancer « Run process » en choisissant la bonne recette 
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Une fois le process terminé, appuyer sur « LL vent ». Sortir l’échantillon quand le voyant « ATM sas » 

est allumé.        Se débadger 

 

• Lift-off de la ma-N 

De préférence, le lift-off est à faire dans la même journée que le dépôt. 

Positionner le wafer dans un cristallisoir, l’asperger d’isopropanol jusqu’à ce qu’il soit immergé. Des « 

copeaux » de matériau se détachent, visibles à l’œil nu. Mettre le cristallisoir dans le bac à ultrasons 

pour détruire les copeaux. Sortir le wafer tout en l’aspergeant d’isopropanol pour éviter que des 

morceaux restent accrochés. Rincer le wafer au jet d’eau. Si des zones n’ont pas été insolées et que le 

dépôt reste, gratter précautionneusement la zone avec la pince pour faire partit le dépôt en trop. Sécher 

le wafer avec la soufflette. 

 

• Mise en suspension des particules – Lift-off de la PMMA 

Si besoin, cleaver les bords s’ils ne sont pas « propres ». Si possible, la mise en suspension doit se faire 

au maximum un mois après le dépôt de résines. Sinon le lift-off se fera plus difficilement. 

Placer le wafer dans un cristallisoir. Mouiller le wafer avec de l’acétone. Dès que la résine commence à 

se dissoudre, incliner le cristallisoir et passer le jet d’acétone sur le wafer, de haut en bas. Les particules 

qui descendent doivent se voir à l’œil nu. Mettre le cristallisoir quelques secondes au bac à ultrasons. 

Le sortir, l’incliner de nouveau et aspirer tout l’acétone avec une pipette, le transvaser dans un tube de 

50 ml. Réasperger le wafer avec un peu d’acétone, l’aspirer et le transvaser dans le tube Falcon.  

/!\ Le tube n’est pas tout à fait étanche et doit rester vertical : utiliser un portoir et utiliser du parafilme. 

Placer le tube Falcon sur un aimant et laisser les particules sédimenter (~30 min). 

Au choix : 

 Préparer un tube Eppendorf 2 ml. Aspirer l’acétone en trop et le jeter, en prenant soin de 

maintenir l’aimant contre le Falcon pour ne pas aspirer les particules. Quand il reste peu d’acétone, 

disperser les particules avec la micropipette ou à l’aide du bac à ultrason. Transvaser le tout dans le tube 

Eppendorf avec la micropipette.     (facile mais long) 

ou Préparer un tube Eppendorf 2 ml. Plonger le cône de la micropipette au fond du Falcon. Au 

dernier moment, laisser tomber l’aimant et aspirer le fond du Falcon contenant les particules. Transvaser 

de suite dans le tube Eppendorf, avant que des gouttes ne tombent. Utiliser l’aimant pour regrouper de 

nouveau les particules restantes au fond du Falcon. Répéter l’opération. 

        (plus technique mais plus rapide) 

Ne pas oublier d’annoter le tube, le placer dans le bac à ultrason pour bien disperser les particules. 
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• Utilisation des particules 

Pour une utilisation des particules in-vitro ou in-vivo, les étapes suivantes sont à réaliser sous PSM. 

Utiliser l’aimant ou un portoir aimanté pour condenser les particules, aspirer tout l’acétone et le jeter. 

En gardant l’aimant contre le tube, ajouter de l’éthanol pur. Disperser les particules (micropipette ou 

US). Recommencer une nouvelle fois : condenser les particules avec l’aimant. Aspirer tout l’éthanol et 

le jeter. En gardant l’aimant contre le tube, ajouter de l’éthanol pur. Disperser de nouveau les particules. 

Pour une utilisation dans du milieu de culture ou du PEG, refaire la même opération deux fois en 

remplaçant l’éthanol par le milieu de culture ou le PEG. Bien disperser les particules avec le bac à ultra-

sons (ou à défaut avec la micropipette). 

Dans les deux cas, répéter l’opération deux fois est très important pour une bonne dispersion des 

particules ! 

Pour une utilisation dans du NaCl, ne faire l’opération qu’une seule fois et ne plus attirer les particules 

avec l’aimant sous peine d’agrégats.  
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 Protocole pré-règlementaire de fabrication des particules 

 

Ce protocole, en cours d’élaboration, a été rédigé avec Vera Aiello et Robert Morel. 

 

Au/NiFe/Au Nanoparticles Fabrication Protocol 

 

1 Aim 

 

The purpose of this document is to describe the Au/NiFe/Au nanoparticles (NPs) fabrication protocol 

that was developed for the European project (EURONANOMED II) NanoViber. The products of this 

protocol are magnetic nanoparticles intended for cancer therapy. It is expected that the mechanical action 

of nanoparticles submitted to an external magnetic field induce modification in ionic transport through 

the cellular membrane. In particular, the low frequency vibration (≈ 20 Hz) of the nanoparticles, locally 

injected in a brain tumor, can destroy glioblastoma cancer cells. 

 

 

2 Generalities 

 

The NPs are in the form of disks, typically 1.3 µm in diameter and 80 nm in thickness. They are 

fabricated using a top-down approach by a process of metal deposition and optical lithography on silicon 

substrates. Four inches silicon substrates are individually processed in a clean room facility, each 

processed wafer allowing for the fabrication of 1 mg of NPs. 

 

2.1 Environment 

The NPs fabrication process is achieved in a controlled environment, in an ISO 6 (or less) Clean Room 

facility. All tools and equipment used for the manufacture of particles are subject to regular maintenance 

and calibration. A detailed list of the tools and the reagents used for the NPs production and 

characterization is reported hereafter. 

 

2.2 Traceability 

Each NPs batch is associated with a lot number and a fabrication sheet with the fabrication procedure, 

characterizations results and possible modifications. The fabrication sheet also reports information about 

the type and quantity of NPs. 
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3 Fabrication Procedure 

 

3.1 Photoresist deposition by spin coating 

A 2 % 950 K molecular weight PMMA (polymethyl methacrylate) positive tone photoresist is spin 

coated at 2000 rpm, 4000 rpm/s for 60 s, on a 4” Si wafer. Wafer is then heated at 180 °C for 5 min for 

resist curing. 

 

A ma-N 2403 Deep UV negative tone photoresist is spin coated at 4000 RPM, 2000 RPM/sec for 30 sec. 

Wafer is then heated at 90°C for 30 sec for resist curing. 

 

3.2 Photolithography 

The 1.3 ± 0.1 µm diameter circular disk pattern for the NPs is transferred in the ma-N resist by a 

photolithography process, using a specific mask. Once the mask is correctly aligned (X=10; Y=10; θ=0), 

selecting parameters to obtain the vacuum for 20 s, the wafer is exposed to 240 nm deep UV light for 

2.2 s. 

 

3.3 Development 

The removal of unexposed ma-N 2403 is achieved by wafer immersion in AZ 326 MIF developer 

(aqueous solutions of 2.38% tetramethyl-ammonium-hydroxide) for 40 s, after which it is rinsed under 

running H2O for 1 min 30 s. Wafer is then dried by a jet of dry nitrogen gas. 

 

3.4 Metal deposition 

Selecting the specific program, a 10 nm thick Au bottom layer is deposited, then a 60 nm thick NiFe 

layer, and finally a 10 nm thick Au capping layer. 

 

3.5 ma-N 2403 Lift-off 

The lift-off of the ma-N 2403 is achieved by wafer immersion in isopropanol for a few seconds, after 

which it is rinsed with running isopropanol and H2O to remove any residual ma-N resist. Wafer is then 

dried by a jet of dry nitrogen gas. After the ma-N resist lift-off is completed, the NPs are resting the Si 

substrate, still attached by the underlying PMMA resist. 

 

At this stage, SEM microscopy allows verifying the homogeneity in NPs size and shape, and magnetic 

measurement allows verifying their intrinsic magnetic properties. 

 

3.6 PMMA lift-off and NPs releasing 

The lift-off of the PMMA allows for the releasing of the NPs from the substrate and their transfer in a 

storage liquid. PMMA lift-off is achieved by immersing the wafer in a beaker with acetone, to initiate 

the lift-off, after which it is rinsed with acetone to fully release the NPs. After NPs sedimentation in the 

acetone beaker (~ 30 min), acetone is removed and NPs are rinsed several times with ethanol. At the end 

of this stage, the particles are re-dispersed in ethanol, for storage. 
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At this stage, optical microscopy and response to applied magnetic field with NPs in liquid allow to 

assess particles interaction, and notably their polarizability and ability to disperse. 

 

4 Storage 

 

Prior to the PMMA lift-off, wafers of NPs can be stored up to 1 month at room temperature in dry 

atmosphere. Otherwise, released NPs in ethanol can be kept at room temperature for longer time. 

 

5 Tools and reagents 

 

5.1 Tools 

The tools and equipments used for the nanoparticles production and characterization are hereafter listed. 

Calibration parameters and risks are described for each equipment. All modifications likely to result in 

a change in the NPs must be validated before they are implemented and reported in the fabrication 

protocol. 

 

Spin-coating 

The spin processor used for NPs fabrication is a SPIN150i from SPS-europe. Possible contamination 

can result from traces of photoresists and chemicals processed with the same equipment. These include 

AZ 5214 E, AZ 1512 HS, AZ 40 XT, AZ 4562, AZ XT 1311, AZ 2070, HMDS promoter, LOR 10A, 

ma-N 2410, ma-N 2410, PMMA 4% 950K, PMMA 4% 200K, PMMA-MMA 8%, ZEP 1:1, UV5, 

VM652 promoter, AznLOF 2070, SU8-2005, Omnicoat, and ZEP 520A. 

 

Wafer heater 

The hot plate used for wafer heating is a PRAZITHERM from Harry Gestigkeit Gmbh. 

 

Deep UV lithography 

DUV lithography is achieved with a MJB4 Mask Aligner system from SÜSS Microtec (ZE350-

30VP/173432). 
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Metal deposition 

Metal thin films are deposited by thermal evaporation, using a MEB550S Evaporator from PLASSYS 

Bestek. Possible contamination can result from traces of other metallic elements processed with the 

same equipment. These include Al, Ti, Cr, Cu, Ag, CoFe, and Pd. 

 

5.2 Materials and reagents 

The materials and reagents used for the nanoparticles production and characterization are hereafter 

listed.  

- 4” silicium wafers substrates; 

- Positive tone photoresist: PMMA 2%; 

- Negative tone photoresist: ma-N 2403 from micro resist technology GmbH; 

- Fused silica lithographic photomask; 

- AZ 326 MIF developer from Merck Performance Materials GmbH; 

- Deionized water; 

- Isopropanol, provided by KGB; 

- Acetone, provided by BASF; 

- Absolute ethanol, provided by VWR; 

- MicroChem 1112A remover. 
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 Particules de magnétite  

 

Les particules de magnétite ont été réalisées dans le cadre de la thèse de Mélissa Morcrette et de mon 

stage de fin d’études (Morcrette 2016). L’objectif était de produire et tester des particules de mêmes 

tailles et formes que les particules de permalloy mais en utilisant un matériau présentant une meilleure 

biocompatibilité et des propriétés magnétiques intéressantes : la magnétite (Fe3O4). 

Les particules de magnétite sont réalisées selon le même protocole que les particules de permalloy, 

présenté au chapitre 2,II et détaillé en annexe I, excepté l’étape de dépôt. Les matériaux ont été déposés 

ici par pulvérisation cathodique au laboratoire CEA/INAC/SP2M/NM par Stéphane Lequien qui a mis 

au point ce procédé. Pour les deux couches d’or, une cible d’or positionnée en face du wafer est 

bombardée par de l’argon. La réaction va décrocher des particules d’or qui vont se condenser sur le 

substrat. Dans le cas de la magnétite, un gaz réactif est ajouté à 2,76 % dans le plasma d’argon : du 

dioxygène. Celui-ci réagit avec les atomes de fer d’une deuxième cible décrochés par le bombardement 

mécanique des atomes d’argon et produit du Fe3O4. Cette technique a l’avantage de produire de la 

magnétite pure, non contaminée par d’autres oxydes de fer, à condition que la teneur en oxygène dans 

le gaz neutre d’argon soit parfaitement maitrisée.  

 

Figure 70 : A/ Image MFM d’une particule de magnétite et B/ cycles d’hystérésis en bleu de particules de 

permalloy et en rouge de particules de magnétite (Morcrette 2016) 

Les images MFM de particules de magnétite montrent des grains ou domaines présentant un contraste 

magnétique d’orientation aléatoire (Figure 70A). Le cycle d’hystérésis montre une légère rémanence et 

un champ de saturation de 200 mT. La comparaison des deux cycles montre que les particules de 

magnétite ont une susceptibilité plus faible que les particules de permalloy.  
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 Protocole de préparation des échantillons pour le TEM 

 

Ce protocole a été mis au point à l’Institut des Neurosciences de Grenoble (GIN) par Anne Bertrand et 

Karin Pernet-Gallay. 

 

IV.1. Préparation des échantillons 

 

Fixation des cellules ou tissus 

- Pour les cellules in-vitro en culture classique : 

Le milieu de culture est remplacé par du fixateur (2% glutaraldéhyde, 2% cacodylate) pendant au moins 

2 h. 

Deux lavages au cacodylate 0,1 M sont ensuite réalisés. 

Les cellules sont détachées avec un cell scriper (sorte de raclette), transférées dans des tubes puis 

centrifugées à 1500 rpm pendant 4-8min. 

Le surnageant est enlevé puis remplacé par de la gélatine à 37°C. Les cellules sont de nouveau 

centrifugées 5 min à 1500 rpm puis la gélatine surnageante est enlevée. Les tubes sont ensuite mis dans 

de la glace pour le durcissement de la gélatine.  

En restant sur la glace, les blocs de cellules et gélatine ainsi formés sont coupés en petits bouts et 

préservés dans du cacodylate. 

 

- Pour les sphéroïdes en gel :  

Les sphéroïdes en gel sont mis dans un bain de fixateur (paraformaldéhyde (PFA) 2% + glutaraldéhyde 

2% + cacodylate 0,1 M + eau) pendant au moins 2 h. Ils sont ensuite lavés 3 fois dans du cacodylate. 

 

- Pour les tissus in-vivo :  

Il est à noter que le protocole utilisé ici n’est pas optimal. En effet, une perfusion des animaux est 

nécessaire pour obtenir une bonne qualité d’images. Les analyses effectuées ici sont faites sur des 

échantillons congelés à l’isopentane.  

Les échantillons sont mis dans du fixateur (PFA 2% + glutaraldéhyde 2% + cacodylate 0,1M + eau) 

pendant au moins 3 h. La zone tumorale est ensuite découpée est remise au moins 1 h dans du fixateur. 

Trois lavages au cacodylate sont ensuite réalisés. 

 

Post fixation  

Les échantillons sont mis pendant 1 h sur la glace et sous la hotte avec une solution composée de 1% 

tétroxyde d’osmium et du cacodylate (0,1 M et pH 7,2) pour révéler les lipides. Les échantillons sont 

ensuite lavés 3 fois en restant à chaque fois 20 min sur roue tournante dans de l’eau distillée. 

 

Coloration 

Un bain d’acétate d’uranyle à 1 % est ensuite réalisé pour révéler les protéines. Pour cela les échantillons 

sont laissés 1 h sur roue tournante dans la solution d’acétate d’uranyle dans l’obscurité. 

Trois rinçages à l’eau distillée sont ensuite réalisés et les échantillons sont laissés pour la nuit dans de 

l’eau distillée sur roue tournante. 
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Mise en résine 

En chambre froide, les échantillons sont déshydratés par des bains successifs sur roue tournante de 10 

min d’éthanol à 30 %, puis 60 % puis 90 %. Trois bains dans de l’éthanol à 100 % sont réalisés pour 

finaliser la déshydratation. 

Afin de former des blocs qui vont ensuite pouvoir être coupés, les échantillons sont mis dans de la résine. 

Une solution A de 5 ml d’époxy et de 8 ml de Dodecenyl Succinic Anhydride et une solution B 

composées de 8 ml d’époxy et 7 ml de Nadic Methyl Anhydride sont homogénéisées séparément sur 

roue tournante pendant 1 h. 12 ml de solution A et 12 ml de solution B sont alors mélangées avec 1,7 % 

d’accélérateur pour former la résine. 

Les échantillons sont d’abord mis dans un mélange composé de 50 % de résine et 50 % d’éthanol 

pendant 2 h sur roue tournante. Ils sont ensuite imprégnés de résine pure pendant au moins 2 h sur roue 

tournante. 

 

Inclusion et polymérisation 

Les échantillons sont insérés avec un peu de résine dans des capsules puis mis à 60 °C pendant 2 jours. 

 

IV.2. Préparation des blocs et coupe 

 

Une première coupe en forme de pyramide est d’abord réalisée grâce à une lame de rasoir. L’objectif 

est d’avoir l’échantillon centré avec les pans uniformes, parallèles et de taille adéquate. 

Les coupes sont ensuite réalisées avec un ultra-microtome. Un premier couteau en diamant est d’abord 

utilisé pour aplanir parfaitement la surface de l’échantillon en réalisant des coupes de 400 nm à 50 mm/s. 

Un deuxième couteau en diamant est ensuite utilisé. Des coupes de 50 nm sont alors réalisées à une 

vitesse de 1 mm/s. Les coupes ainsi formées flottent sur l’eau disposée dans le bac entourant le diamant. 

Une grille est alors plongée dans l’eau pour récupérer une ou plusieurs coupes en surface.  

Les grilles sont laissées séchées quelques jours puis observées avec le Microscope à Transmission 

Electronique. 
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 Protocoles de marquage 

 

Ces protocoles ont été mis au point avec l’aide de Céline Le Clec’h. 
 

V.1. Marquage à l’Hématoxyline-Eosine 

 

Fixation des coupes dans un mélange éthanol/acétone (50/50)  5 min 

Rinçage à l’eau courante      3 bains 

 

Hématoxyline        4 min 

Rinçage à l’eau courante      3 bains 

HCl 0,5% dans H2O       passage 

Rinçage à l’eau courante      1 bain 

Eau ammoniaquée NH4 0,25% dans H2O    passage 

Rinçage à l’eau courante      1 bain 

Eosine         2 à 3 s 

 Ou Eosine 1/10       4 min 

Rinçage à l’eau courante      3 à 4 bains 

 

Ethanol 100 %        5 min 

Séchage sous hotte  

 

Montage en lame et lamelle avec milieu Eukitt. 

 

V.2. Marquage Ki-67 – GFAP – Hoechst 

 

1. Préparation des solutions (à garder au frais) 

- Solution de Perméabilisation : PBS/0,1 % Triton (Tx100) 

- Solution de saturation : PBS/10 % NGS (Bien vortexer le NGS avant prélèvement) 

- Solution de dilution de l’anticorps primaire : PBS/1 % NGS 

- Solution de dilution de l’anticorps secondaire : PBS 

- Solution de rinçage des anticorps : PBS 

 

2. Fixation - Formalin 10% 

- Recouvrir les coupes de tissu de formalin 10%. Laisser incuber 15 min à température ambiante. 

- Rincer au PBS 2 x 5 min. 

 

3. Perméabilisation - PBS/0.1 % Tx100 

- Recouvrir les coupes de tissu de solution de perméabilisation. Laisser incuber 30 min à température 

ambiante. 

- Rincer au PBS 2 x 5 min. 
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4. Cercler les coupes de tissus 

Contourer les coupes avec le stylo « gras » d’immunomarquage en prenant soin de ne pas toucher le 

tissu. Ce film hydrophobe permet de réduire les volumes de réactifs déposés sur les coupes. 

 

5. Saturation des sites antigéniques - PBS/5% NGS 

-  Déposer sur les coupes environ 200 µl de solution de saturation par coupe (volume à adapter en 

fonction de la taille des coupes). 

- Laisser incuber 30 min à température ambiante. 

 

6. Anticorps primaire – anti-GFAP 1/500 + anti-Ki67 1/200 dans PBS/1% NGS 

- Préparer la solution d’anticorps : vortexer puis diluer les anticorps dans une solution de PBS/1% NGS. 

Vortexer et centrifuger la solution à la centrifugeuse de paillasse. 

- Bien enlever la solution de saturation sans rincer  

- Déposer la solution des anticorps sur les coupes. 

- Laisser incuber toute la nuit (ou minimum 12 h) à 4 °C. 

 

7. Anticorps secondaire – anti-Chicken-546 + anti-Rabbit-488 dilués au 1/500 dans PBS 

- Remettre lame à température ambiante le temps de la préparation  

- Oter la solution d’anticorps primaire. 

- Rincer au PBS 2 x 10 min 

- Préparer la solution d’anticorps : vortexer puis diluer les anticorps secondaires dans une solution de 

PBS. Vortexer et centrifuger à la centrifugeuse de paillasse. 

- Déposer la solution sur les coupes. 

- Laisser incuber 1 h 30 à température ambiante. 

 

et contre coloration Hoechst33342 

- Oter la solution d’anticorps secondaire. 

- Rincer au PBS 2 x 10 min 

- Préparer la contre-coloration : vortexer puis diluer Hoechst33342 à 1/1000 dans du PBS 

- Déposer la solution sur les coupes. 

- Laisser incuber 10 min à température ambiante. 

- Rincer au PBS 2 x 10 min 

 

8. Montage entre lame et lamelle 

- Oter l’excédent de liquide et essuyer les bords de la lame. Déposer 1 goutte de milieu de montage 

aqueux par coupe (attention à ne pas en mettre trop). 

- Déposer la lamelle et la fixer avec du vernis transparent à chaque extrémité. 

 

Observation et conservation 

Observer avec microscope à fluorescence et si besoin, conserver à + 4 °C. Dans le cas d’une conservation 

longue (plus d’une semaine), retarder le séchage du milieu aqueux en cerclant la totalité de la lamelle 

avec du vernis. 
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 Etude statistique 

 

Pour comparer les résultats obtenus entre un groupe contrôle et un groupe traité, par exemple, on émet 

l’hypothèse nulle que la valeur « vraie » étudiée est identique entre les deux groupes. Un résultat est 

alors statistiquement différent lorsque la valeur p, aussi appelée degré de signification, est inférieure à 

la probabilité α de rejeter l’hypothèse nulle alors qu’elle est vraie. De manière conventionnelle, le risque 

α, appelé risque de première espèce, est fixé à 0,05. Si la valeur p calculée est supérieure à 0,05, on dit 

alors que le résultat n’est pas significatif. 

Dans cette étude, les valeurs p ont été calculées grâce au logiciel GraphPad ou à la main avec les 

méthodes suivantes (Carrat, Mallet, and Morice 2007) : 

 

Test de Student 

Le test de Student permet de comparer deux moyennes observées sur des échantillons indépendants avec 

une distribution normale. Considérons deux groupes A et B constitués de nA et nB échantillons. On émet 

alors les deux hypothèses suivantes, que l’on va tester : 

L’hypothèse nulle H0 que les moyennes coïncident entre les deux échantillons 𝑥𝐴̅̅ ̅ = 𝑥𝐵̅̅ ̅. 

L’hypothèse H1 que les moyennes ne coïncident pas 𝑥𝐴̅̅ ̅ ≠ 𝑥𝐵̅̅ ̅. 

On calcule alors le nombre de degré de liberté : ddl = nA + nB – 2 puis le paramètre du test Z : 

𝑍 =  
𝑥𝐴̅̅ ̅ −  𝑥𝐵̅̅ ̅ 

√
𝑠𝐴

2

𝑛𝐴
+

𝑠𝐵
2

𝑛𝐵

 𝑎𝑣𝑒𝑐 𝑠𝑗 =  
1

𝑛𝑗
∑(𝑥𝑖 − 𝑥�̅�)2

𝑛𝑗

𝑖=1

 

On définit alors l’intervalle [-tα;tα], dépendant du risque α choisi et du nombre de degré de liberté selon 

les valeurs de tα définies par la table du test du Student. Si la valeur Z ainsi calculée n’est pas comprise 

dans cet intervalle, on pourra alors conclure que les deux moyennes sont significativement différentes, 

vérifiant ainsi l’hypothèse H1. La valeur p correspond alors à la valeur minimale que peut prendre α pour 

vérifier cette condition. 

 

Test de Mann-Whitney-Wilcoxon 

Le test de Mann-Whitney-Wilcoxon est un test de comparaison de deux distributions observées. 

Considérons deux groupes A et B constitués de nA et nB échantillons, respectivement et de densités de 
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probabilité fA et fB. Par convention, on considère que nA ≤ nB. On émet alors les deux hypothèses 

suivantes, que l’on va tester : 

L’hypothèse nulle H0 que les densités de probabilité coïncident entre les deux échantillons : fA = fB. 

L’hypothèse H1 que les densités de probabilités ne coïncident pas : fA ≠ fB. 

On classe les échantillons des deux groupes par ordre croissant et on calcule la somme des rangs occupés 

par les données du groupe A : TA. 

On peut alors calculer le paramètre du test Z, lorsque nA et nB ≤ 10, ce qui est notre cas dans cette étude : 

𝑍 =  
𝑇𝐴 −  

𝑛𝐴(𝑛𝐴 + 𝑛𝐵 + 1)
2

√𝑛𝐴𝑛𝐵(𝑛𝐴 + 𝑛𝐵 + 1)
12

 

On définit alors l’intervalle [-Mα;Mα] dépendant du risque α choisi. La valeur Mα est donnée par la table 

du test de Mann-Whitney-Wilcoxon. Si la valeur Z ainsi calculée est comprise dans l’intervalle de pari, 

on pourra alors conclure qu’au risque α = 0,05, « la densité de probabilité de la variable étudiée n’est 

pas la même dans les populations A et B ». On dira alors que les deux populations sont significativement 

différentes, vérifiant ainsi l’hypothèse H1. La valeur p correspond alors à la valeur minimale que peut 

prendre α pour que le paramètre Z soit compris dans l’intervalle [-Mα;Mα]. 

 

Test ANOVA 

Le test ANOVA pour ANalysis Of VAriance, est un test de comparaison des moyennes observées de 

deux populations ou plus distribuées normalement et de variance identique. Les calculs ont ici été 

réalisés avec le logiciel GraphPad. 

Considérons K groupes composés de chacun de ni échantillons et notons 𝑁 =  ∑ 𝑛𝑖. 

Le paramètre du test est calculé comme suit : 

𝐹 =  

∑ (𝑌�̅� − �̅�)2𝐾
𝑖=1

𝐾 − 1
∑ ∑ (𝑌𝑖𝑗 − 𝑌�̅�)

2𝑛𝑖
𝑗=1

𝐾
𝑖=1

𝑁 − 𝐾

 

De manière similaire aux tests déjà présentés, la paramètre F est ensuite comparé aux valeurs de la table 

et les résultats sont dits significativement différents si F est supérieur au seuil critique, pour α = 0,05. 

La valeur p est alors calculée comme la plus petite valeur pour laquelle F reste supérieure au seuil 

critique. 
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Résumé 

Le glioblastome est un cancer du cerveau très agressif dont les thérapies actuelles n’augmentent que très 

peu la durée de vie. Dans cette thèse, nous étudions un nouveau traitement par effet magnéto-mécanique 

de particules (TEMMP). Un champ magnétique rotatif à faible fréquence (20 Hz) est appliqué pour faire 

vibrer des particules magnétiques en contact avec les cellules cancéreuses. Les particules développées 

sont produites par une approche top-down en salle blanche. Les disques de permalloy utilisés présentent 

une configuration en vortex avec une faible rémanence et une bonne dispersion en suspension. Des 

particules multicouches de Co/Pt avec une anisotropie perpendiculaire et des vortex de permalloy en 

forme d’ellipses sont aussi étudiés. L’efficacité du TEMMP est évaluée in-vitro sur des cellules de 

glioblastome et les différents paramètres sont optimisés. Une forte diminution du nombre de cellules 

après traitement est alors observée et le comportement des cellules restantes est affecté. Le TEMMP est 

ensuite adapté pour une étude in-vivo dans un modèle orthotopique de glioblastome chez la souris nude. 

L’injection des particules en intra-tumoral est mise au point. Les tissus sont peu affectés par le TEMMP 

comparé à une injection de particules, et une faible augmentation de la survie est observée. Pour mimer 

les propriétés mécaniques du cerveau de manière plus pertinente, un modèle in-vitro 3D est alors 

développé et validé. Conçu avec des sphéroïdes de cellules pris dans un gel d’agarose, ce modèle apporte 

des pistes d’optimisation. 

Mots clés : Particules magnétiques – Cancer – Glioblastome – Effet magnéto-mécanique des particules 

– Sphéroïde – In-vitro 3D  

Abstract 

Glioblastoma is a brain cancer with a very poor prognosis. Existing therapies improve only slightly the 

median survival. In this work, we study a new treatment by magneto-mechanical actuation of particles 

(TMMAP). A low frequency (20 Hz) rotating magnetic field is applied to stimulate magnetic particles 

localized near cancer cells. Magnetic particles are produced by a top-down approach in clean room. 

Permalloy disks with a vortex configuration have a low remanence and are well dispersed in suspension. 

Multilayers of Co/Pt with a perpendicular anisotropy and permalloy vortex particles with an ellipse 

shape are also studied. TMMAP efficiency is tested in-vitro on glioblastoma cell line and the parameters 

are optimized. A huge diminution of living cells and an affected behavior of the remaining cells are 

observed after treatment. TMMAP is then adapted to an in-vivo study on glioblastoma orthotopic model 

on nude mice and the intratumoral injection of the particles is developed. Few differences are observed 

between tissues submitted to TMMAP or injected with particles, and survival is slightly increased. To 

mimic mechanical properties of the brain in a more relevant model, an in-vitro 3D model is proposed 

and validated. Based on cells grown as a spheroid and encapsulated in an agarose gel, this model brings 

optimization tracks. 

Keywords: Magnetic particles – Cancer – Glioblastoma – Magneto-mechanical actuation of particles – 

Spheroid – 3D in-vitro
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