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Résumé 

Les entérobactéries pathogènes sont responsables d’épidémies majeures souvent d’origine 

alimentaire. Parmi elles, Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) O157:H7 est connue pour 

conduire à de graves symptômes, tels que le syndrome hémolytique et urémique (HUS). 

L’adhésion sur un tissu, qui est la première étape initiant la colonisation, est orchestrée par des 

organites et protéines situés sur la paroi cellulaire bactérienne, en particulier le flagelle. 

   

Ce travail a pour objectif d’étudier l’interaction du flagelle bactérien avec les lipides de la 

membrane dans un système biologiquement pertinent, à savoir les liposomes unilamellaires 

géants (GUV, pour Giant Unilamellar Vesicles). Les GUVs sont largement utilisées en tant que 

modèle membranaire, car elles possèdent une taille et une courbure similaire à la membrane 

plasmique des cellules eucaryotes. Une meilleure adhésion bactérienne en présence du flagelle 

a été confirmée sur GUVs par microscopie, puis de manière précise par un essai développé dans 

le cadre de ce travail, permettant de quantifier l’adhésion bactérienne sur liposomes. En faisant 

varier la nature des têtes polaires, des chaînes carbonées et la courbure des liposomes, l’ordre 

lipidique s’est avéré être un paramètre clé de l’adhésion. Ceci a été vérifié à l’échelle cellulaire 

par l’incorporation de lipides polyinsaturés dans la membrane de cellules HT29, sur lesquelles la 

souche sauvage O157:H7 adhère significativement plus que son mutant non-flagellé. 

L’hydrophobicité du flagelle a été identifiée comme un facteur important pour l’interaction avec 

la membrane, grâce à une modification post-traductionnelle (méthylation) de la flagelline, 

composante majeure du flagelle. De concert avec l’ordre lipidique, la fluidité membranaire 

entraîne une adhésion bactérienne hétérogène sur notre modèle mimant la ségrégation de 

phases, qui existe potentiellement sur la membrane plasmique. Il en résulte que le flagelle est un 

avantage pour conquérir les potentiels radeaux lipidiques.  

A l’issue de ce travail, un premier mécanisme d’adhésion du flagelle bactérien sur la 

bicouche lipidique a été proposé et met en évidence les paramètres clés, mais aussi de nouvelles 

interrogations, notamment l’existence d’une interaction avec le cytosquelette. Une connaissance 

précise de ce mécanisme représente une étape vers la compréhension de la virulence des 

pathogènes, qui est indispensable pour développer des solutions alternatives aux antibiotiques.  

 

MOTS-CLES : Flagelle, Escherichia coli entérohémorragique, Bicouche lipidique, Liposome géant 

unilamellaire, Ordre lipidique, Fluidité membranaire, Lipide polyinsaturé, Hydrophobicité 



   

Abstract 

 

Animal pathogenic enterobacteria are major source of foodborne outbreaks. Among them, 

Enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC) O157:H7 is known to lead to severe diseases like 

Haemolytic Uremic Syndrome (HUS). The adhesion on tissues, which is the first step initiating the 

colonisation, is mediated by cell surface proteins and organelles, including flagellum.  

 

This present work aims to study the interaction between the bacterial flagellum with lipid 

membrane into a relevant biological model, the Giant Unilamellar Vesicles (GUVs). GUVs are 

widely used as a membrane model, because of their similar size and curvature to the cell plasma 

membrane. A bacterial adhesion enhanced in the presence of flagella was confirmed on GUVs by 

microscopy, and precisely, by a newly developed assay for this work, allowing bacterial adhesion 

quantification on liposomes. By testing different head groups, the nature of the fatty acid chains 

or the liposome curvature, the lipid packing was found to be a key parameter for the adhesion. 

To test this, the incorporation of polyunsaturated lipids on HT29 cell line was used. The WT strain 

of EHEC O157:H7 was significantly more adherent than its non-flagellated mutant. The 

hydrophobicity was identified to influence the flagellum interaction with the lipid bilayer, by 

using a post-traductionnal modification (methylation) of the flagellin, the flagellum main 

component. With lipid packing, membrane fluidity leads to a heterogeneous bacterial adhesion 

on our models, mimicking the phase segregation, potentially existing on plasma membrane. It 

results that the flagellum is advantageous to reach potential lipid rafts. 

At the end of this work, a first mechanism of bacterial flagellum adhesion on lipid bilayer 

has been proposed and highlights the key parameters, but as well new questionings, especially 

the existence of an interaction with the cytoskeleton. A future precise knowledge of this 

mechanism represents a step toward understanding pathogen virulence, which is mandatory to 

develop alternative solutions to antibiotics. 

 

KEY-WORDS: Flagellum, Enterohaemorrhagic Escherichia coli, Lipid bilayer, Giant Unilamellar 

vesicle, Lipid packing, Membrane fluidity, Polyunsaturated lipid, Hydrophobicity 

 
 
 



   

Publications et communications  

associées à cette thèse 

Publications : 
 
Rossi C., Cazzola H., Holden N.J., Rossez Y. (2019) Bacterial Adherence to Plant and Animal Surfaces Via 

Adhesin-Lipid Interactions. In: Goldfine H. (eds) Health Consequences of Microbial Interactions with 

Hydrocarbons, Oils, and Lipids. Handbook of Hydrocarbon and Lipid Microbiology. Springer, Cham 

(Disponible en section Publications scientifiques issues de cette thèse) 

 
Cazzola, H., Lemaire, L., Acket, S., Prost, E., Duma-Catoire, L., Trouillas, P., Rossi, C., Rossez, Y. Bacterial 

flagella attachment on plasma membrane and impact of lipid composition. Article en préparation. 

 
Horstmann, J. A., Lunelli, M., Cazzola, H., Heidemann, J., Kühne, C., Steffen, P., Szefs, S., Rossi, C., 

Lokareddy, R. K., Wang, C., Hughes, K. T., Uetrecht, C., Schlüter, H., Grassl, G. A., H., Stradal, T., Rossez, 

Y., Kolbe, M., Erhardt, M. Flagellin methylation promotes adhesion of Salmonella to hydrophobic host 

cell surfaces. (2019) Article en révision dans Nature Communication. (Disponible en section Publications 

scientifiques issues de cette thèse) 

 
Posters : 
 
Cazzola Hélène, Morel Oriane, Lefebvre Caroline, Rossi Claire, Rossez Yannick. Study of 

enterohaemorrhagic Escherichia coli flagellum adhesion on plant tissue. 13e Congrès national de la 

Société Française de Microbiologie, Octobre 2017, Paris, France. 

 
Cazzola Hélène, Lemaire Laurine, Lefebvre Caroline, Rossi Claire, Rossez Yannick. Determination at the 

molecular level of the key properties controlling bacterial flagellum interaction with plasma membrane 

lipids. DGF Symposium « Membrane Lipids », Mai 2019, Berlin, Allemagne. 

 
Cazzola Hélène, Lemaire Laurine, Lefebvre Caroline, Rossi Claire, Rossez Yannick. Determination at the 

molecular level of the key properties controlling bacterial flagellum interaction with plasma membrane 

lipids. 12th European Biophysics Congress « Biophysics for Life and Technology », Juillet 2019, Madrid, 

Espagne. 

 
 
Communications orales : 
 
Cazzola Hélène. Compréhension de l’interaction flagelle/membrane : vers la fin d’un atout stratégique 

dans l’infection bactérienne. Concours « Ma thèse en 180 secondes » - Finale régionale Sorbonne 

Université, 21 Mars 2018, Paris, France. 

 
Cazzola Hélène, Lemaire Laurine, Lefebvre Caroline, Rossi Claire, Rossez Yannick. Determination at the 

molecular level of the key properties controlling bacterial flagellum interaction with plasma membrane 

lipids. GERLI 15th International Lipidomics Meeting « Biodiversity of lipid species – benefit for nutrition 

and effects on health », Septembre 2019, Compiègne, France.



   

Table des matières 

 

Liste des Abréviations .................................................................................................... xiii 

Liste des Figures ........................................................................................................... xvii 

Liste des Tableaux .......................................................................................................... xx 

Introduction ..................................................................................................................... 1 

Synthèse Bibliographique ................................................................................................. 4 

I. La membrane plasmique .................................................................................................. 5 

1. La nature lipidique de la membrane plasmique .................................................................... 5 

1.1. Une bicouche lipidique .................................................................................................... 5 

1.2. La diversité lipidique ........................................................................................................ 6 

1.2.1. Glycérophospholipides ............................................................................................................. 6 

1.2.2. Sphingolipides .......................................................................................................................... 7 

1.2.3. Stérols ...................................................................................................................................... 8 

2. Le modèle de la mosaïque fluide .......................................................................................... 9 

2.1. Une mosaïque de composants ........................................................................................10 

2.2. Fluidité membranaire .....................................................................................................10 

3. Hétérogénéité des caractéristiques de la membrane ..........................................................11 

3.1. Asymétrie transmembranaire .........................................................................................11 

3.2. Polymorphisme membranaire .........................................................................................13 

4. Partition de la membrane ...................................................................................................15 

4.1. Existence des clusters lipidiques ? ...................................................................................15 

4.2. Relation entre nano-domaines et bactéries .....................................................................16 

4.3. Régulation des domaines ................................................................................................17 

4.4. Sous la membrane, le cytosquelette................................................................................18 

II. Les vésicules géantes unilamellaires .............................................................................. 19 

1. Les méthodes d’obtention des GUVs...................................................................................20 

1.1. Hydratation douce ..........................................................................................................21 

1.2. Electroformation .............................................................................................................22 

1.3. Hydratation assistée par gel ............................................................................................24 

1.4. Méthodes à base d’émulsion et leur développement en systèmes microfluidiques .........26 

2. Application des GUVs pour étudier la membrane plasmique ...............................................31 

2.1. Modèle membranaire biomimétique incontournable ......................................................31 

2.2. Châssis cellulaire commun pour la biologie de synthèse ..................................................33 

III. L’adhésion bactérienne, un processus clé de la virulence des pathogènes ..................... 34 



   

1. Les adhésines......................................................................................................................35 

1.1. Pili « chaperone-usher » .................................................................................................35 

1.2. Pili type IV (T4P) ..............................................................................................................37 

1.3. Pili assemblés par sortase ...............................................................................................38 

1.4. Fibres amyloïdes et curli .................................................................................................39 

1.5. Protéines de la membrane externe .................................................................................40 

1.6. Flagelle ...........................................................................................................................42 

2. Processus de l’adhésion bactérienne ..................................................................................44 

3. Les solutions anti-adhésion, une alternative aux antibiotiques ? .........................................46 

IV. Le flagelle, une structure supramoléculaire auto-assemblée .......................................... 48 

1. La machinerie cellulaire ......................................................................................................49 

1.1. L’anneau Membrane-Supramembrane, la base du flagelle ..............................................49 

1.2. Système de sécrétion de type III, le cœur du flagelle .......................................................49 

1.2.1. PMF et complexe ATPase, deux rôles complémentaires ...........................................................50 

1.2.2. L’appareil d’export, un antiport proton-protéine ......................................................................51 

1.2.3. Transport des unités du cytoplasme vers l’appareil d’export ....................................................52 

1.3. Le moteur bidirectionnel .................................................................................................54 

1.3.1. Formation de l’anneau C ..........................................................................................................55 

1.3.2. Le complexe switch ..................................................................................................................56 

1.3.3. Dynamique de l’anneau C ........................................................................................................57 

1.3.4. Les stators ...............................................................................................................................57 

2. Structure axiale du flagelle : de la tige à la coiffe du filament ..............................................59 

2.1. Caractéristiques générales ..............................................................................................59 

2.1.1. Tige .........................................................................................................................................59 

2.1.2. Coude ......................................................................................................................................60 

2.1.3. Jonction Tige-Coude ................................................................................................................62 

2.1.4. Passage des unités associées au coude vers celles du filament .................................................63 

2.1.5. Jonction Coude-Filament .........................................................................................................64 

2.1.6. Filament ..................................................................................................................................64 

2.1.7. Coiffe du filament ....................................................................................................................67 

3. Assemblage et variabilité du flagelle sous contrôle des gènes .............................................68 

3.1. Assemblage coordonné et sa régulation ..........................................................................68 

3.2. La flagelline dans tous ses états ......................................................................................70 

Matériels et Méthodes ................................................................................................... 72 

I. Liposomes ...................................................................................................................... 73 

1. Matériels et précautions .....................................................................................................73 

2. Formation des GUVs ...........................................................................................................73 

3. Formation des autres liposomes .........................................................................................74 



   

4. Mesure de la taille et du potentiel zêta ...............................................................................75 

II. Bactéries ........................................................................................................................ 76 

1. Souches bactériennes utilisées............................................................................................76 

2. Culture et motilité ..............................................................................................................77 

3. Flagelle et flagelline ............................................................................................................77 

3.1. Extraction de flagelles .....................................................................................................77 

3.2. Obtention de la flagelline ................................................................................................78 

3.3. Purification et concentration des échantillons de flagelle ou flagelline ............................78 

3.4. Vérification de la pureté par électrophorèse SDS-PAGE ...................................................78 

3.5. Dosage protéique par BCA ..............................................................................................79 

III. Microscopie à épifluorescence ....................................................................................... 80 

1. Marquage et immobilisation des liposomes ........................................................................80 

2. Marquage des flagelles .......................................................................................................82 

IV. Mesure de l’adhésion bactérienne sur liposomes .......................................................... 82 

V. Techniques basées sur la fluorescence ........................................................................... 83 

1. Polarisation généralisée du Laurdan ...................................................................................83 

2. Mesure de l’hydrophobicité grâce à la sonde Prodan ..........................................................84 

3. Anisotropie .........................................................................................................................84 

4. Relargage de carboxyfluorescéine .......................................................................................85 

VI. Méthodes de quantification lipidique ............................................................................ 85 

1. Dosage de Stewart ..............................................................................................................85 

2. LC-MS .................................................................................................................................86 

2.1. Extraction lipidique .........................................................................................................86 

2.2. Analyse LC-HRMS²...........................................................................................................87 

2.3. Traitement des données et annotation ...........................................................................88 

3. GC-FID ................................................................................................................................89 

3.1. Transméthylation et libération des acides gras ................................................................89 

3.2. Détermination de la quantité d’acides gras .....................................................................89 

4. RMN 1H ...............................................................................................................................89 

VII. Simulation moléculaire dynamique et corrélation .......................................................... 90 

VIII. Quantification de l’adhésion bactérienne in vitro ........................................................... 91 

1. Culture cellulaire HT29........................................................................................................91 

2. Incorporation des acides gras et adhésion bactérienne .......................................................91 

IX. Résonance Plasmonique de Surface ............................................................................... 91 

1. Liaison avec une bicouche lipidique ....................................................................................91 

2. Liaison avec la G-actine .......................................................................................................94 



   

Résultats et Discussion ................................................................................................... 96 

I. Avant-propos ................................................................................................................. 97 

II. Adhésion du flagelle bactérien sur les phospholipides de la membrane ......................... 98 

1. Choix du modèle biomimétique et de son moyen d’obtention ............................................98 

2. Visualisation de l’interaction entre bactéries et GUVs .......................................................101 

3. Quantification de l’adhésion bactérienne sur liposomes ...................................................104 

3.1. Corrélation entre lipide et adhésion bactérienne ..........................................................106 

3.2. Les bactéries flagellées adhèrent davantage que les non-flagellées ...............................107 

4. Conclusion et sous-discussion ...........................................................................................109 

III. L’agencement de la bicouche, paramètre clé de l’adhésion bactérienne via le flagelle 110 

1. Versatilité du test d’adhésion sur liposomes face à des compositions lipidiques diverses ..110 

2. Les têtes polaires, premiers contacts du flagelle avec la bicouche lipidique .......................113 

3. Les chaînes carbonées, un rôle sous-jacent dans l’interaction ...........................................116 

4. Conclusion et sous-discussion ...........................................................................................119 

IV. Le flagelle en lien avec le cœur de la bicouche lipidique ............................................... 121 

1. Interaction du flagelle avec les chaînes hydrophobes de la membrane .............................121 

1.1. Modification de l’ordre lipidique par le flagelle .............................................................121 

1.2. L’hydrophobicité module l’adhésion bactérienne ..........................................................124 

2. Hétérogénéité de l’adhésion du flagelle en fonction de l’état physique de la membrane ..126 

2.1. L’adhésion bactérienne est sensible à la fluidité de la membrane .................................126 

2.2. Le flagelle, un atout potentiel dans l’adhésion sur les domaines lipidiques ordonnés ....129 

3. Conclusion et sous-discussion ...........................................................................................132 

V. L’adhésion du flagelle sur la cellule, étape par étape ................................................... 133 

1. Importance relative des facteurs impliqués dans le processus adhésion sur la membrane 133 

2. Au-delà de la bicouche lipidique ? .....................................................................................136 

3. Conclusion et sous discussion ...........................................................................................139 

VI. Annexe des résultats .................................................................................................... 141 

Discussion Générale ..................................................................................................... 143 

Références Bibliographiques......................................................................................... 148 

Publications scientifiques issues de cette thèse ............................................................ 187 



   

Liste des Abréviations 

A 
ABP : “actin-binding protein” 

ACGal : “cholesteryl 6-O-acyl-β-D-galactopyranoside” 

ADN : acide désoxyribonucléique 

AFM : microscopie à force atomique 

aGM1 : “asialo GM1” 

ALPS : “amphipatic lipid packing sensor” 

ARM : répétion armadillo 

ATCC : “American Tissue Culture Collection” 

ATP : adénosine triphosphate 

 

B 
BAR : “Bin, Amphiphysin, RSV 161/167” 

BBFO : “broad band fluoreine optimized” 

BCA : “bicinchoninic acid” 

BHT : “butylated hydroxytoluene” 

BSA : “bovine serum albumin” 

 

C 
CCM : chromatographie sur couche mince 

CCW : “counter clockwise” 

CEACAMS : famille des antigènes carcino-embryonique 

CF : 5(6)-carboxyfluorescéine 

CheY-P : CheY-phosphorylé 

CM : “cytoplasmic membrane” 

Cryo-EM : cryo-microscopie électronique 

CTD : domaine C-terminal 

CU : “chaperone-usher”  

CW : “clockwise” 

 

D 
DAF : “decay accelerating factor” 

DAS : “dispersing aqueous solution” 

DexPEG : dextran(éthylène glycol) 

DLS : “dynamic light scattering” 

DGDG : digalactosyldiacylglycérol 

DMSO : diméthylsulfoxyde 

DOPC : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

DOPE : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 



   

DOPG : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) 

DOPS : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-sérine 

DOTAP : 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane 

DPPC : 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

DPPE : 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoéthanolamine 

DSPC : 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

DSPE : 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoryléthanolamine 

 

E 
EAS : “encapsulated aqueous solution” 

EDC : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide 

EDTA : éthylènediaminetétraacétique 

EHEC : Escherichia coli entérohémorragique 

EPEC : Escherichia coli entéropathogénique 

ERM : ezrine, radixine et moésine 

ESI : “electrospray ionization” 

E/H : eau dans huile 

E/H/E : eau dans huile dans eau 

 

F 
FAME : “fatty acid methyl ester” 

FHIPEP : “flagellum/hypersensitive response/invasion protein export pore” 

FRET : “Förster resonance energy transfer” 

 

G 
Galβ : β-galactose 

GalNAc : N-acétylgalactosamine 

Gb3 : globotriaosylcéramide 

GC-FID : chromatographie en phase gazeuse couplée à un détecteur à ionisation de flamme 

GFP : “green fluorescent protein” 

GIPC : glycosylinositolphosphorylcéramide 

GLS : glycosphingolipides 

GM : ganglioside 

GM1 : “monosialotetrahexosylganglioside” 

GP : polarisation généralisée 

GPI : glycosylphosphatidylinositol 

GSS : “FlgG specific sequence” 

GUV : “giant unilamellar vesicle” 

 

H 
HEPES : acide N-2-hydroxy-éthylpipérazine N’-2-éthanesulfonique 



   

HUS : “haemolytic uremic syndrome” 

I 
IM : “inner membrane” 

 

L 
LB : “lysogeny broth” 

LEE : “locus of enterocyte effacement” 

LC-HRMS²/LC-MS : “chromatography/high resolution tandem mass spectrometry” 

LOS : “lipid-in-oil solution” 

LUV : “large unilamellar vesicle” 

 

M 
MAM : molécule d’adhésion multivalent 

MAMP : motif moléculaire associé aux microorganismes 

mce : “mammalian cell entry” 

MDCK : “madin-darby canine kidney” 

MGDG : monogalactosyldiacylglycérol 

MS : membrane-supramembrane 

 

N 
NBD : N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl 

NHS : N-hydroxysuccinimide 

NTD : domaine N-terminal 

 

O 
OM : “outer membrane” 

 

P 
PBS : tampon phosphate salin 

PC : phosphatidylcholine 

PCC : coefficient de corrélation de Pearson 

PDP : pyridyldithiol propionate 
PE : phosphatidyléthanolamine 

PEG : polyéthylène glycol 

PG : phosphatidylglycérol 

PI : phosphatidylinositol 

PIP : phosphoinositide 

PMF : force proton motrice 

POPC : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

POPE : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoéthanolamine 



   

POPG : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) 

PS : phosphatidylsérine 

PSM : palmitoylsphingomyéline 

PVA : “polyvinyl alcohol” 

 

Q 
QToF : “quadrupole time-of-flight” 

 

R 
RD : “reduction of dimensionality” 

RMN : résonance magnétique nucléaire 

RT : temps de rétention 

 

S 
SM : sphingomyéline 

SMFS : “single molecule force spectroscopy” 

SPR : résonance plasmonique de surface 

SQDG : sulphoquinovosyldiacylglycérol 

ST : Salmonella enterica Typhimurium 

SUV : “small unilamellar vesicle” 

 

T 

TAG : triglycéride 

Tir : “translocated intimin receptor” 

TMD : longueur des domaines transmembranaires 

T3SS : appareil de sécrétion de type III 

 

U 
UPEC : Escherichia coli uropathogénique 

 

W 
WT : “wild type” 
 

 

 

 

 



   

Liste des Figures 

 

Figure 1 : Structure de base d'un glycérophospholipide ....................................................................... 7 

Figure 2 : Structure de base d’un sphingolipide .................................................................................... 8 

Figure 3 : Structure de base d’un stérol ................................................................................................ 8 

Figure 4 : Modèle de la mosaïque fluide ............................................................................................... 9 

Figure 5 : Dynamique lipidique membranaire..................................................................................... 11 

Figure 6 : Répartition asymétrique des lipides au sein des feuillets externe et interne de la 

membrane ........................................................................................................................................... 12 

Figure 7 : Protéines impliquées dans la redistribution de certains lipides entre les deux feuillets de la 

membrane ........................................................................................................................................... 13 

Figure 8 : Illustration des états physiques adoptés par la membrane lipidique ................................. 14 

Figure 9 : Diagramme de phase ternaire entre le cholestérol, le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine et le 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine.................................................... 15 

Figure 10 : Régulation des domaines membranaires par divers mécanismes .................................... 18 

Figure 11 : Classification des liposomes selon leur taille et leur lamellarité ...................................... 20 

Figure 12 : Principe de la formation de vésicules géantes par hydratation d’un film de bicouches 

lipidiques ............................................................................................................................................. 21 

Figure 13 : Illustration schématique de chambres d’électroformation. ............................................. 23 

Figure 14 : Images de GUVs pendant leur électroformation sur fils de platine .................................. 23 

Figure 15 : Modulation de la microstructure de l’hydrogel DexPEG................................................... 26 

Figure 16 : Méthode de transfert d’émulsion E/H .............................................................................. 28 

Figure 17 : Méthode de la double émulsion en microfluidique .......................................................... 29 

Figure 18 : Méthode de propulsion en système microfluidique ......................................................... 30 

Figure 19 : Fonctionnement de la pico-injection en système microfluidique..................................... 31 

Figure 20 : Utilisation des GUVs comme membrane biomimétique dans un large panel d’études. .. 32 

Figure 21 : Les GUVs en biologie synthétique ..................................................................................... 33 

Figure 22 : Architecture des prototypes des CU pili ............................................................................ 36 

Figure 23 : Architecture du pilus de type IV ........................................................................................ 37 

Figure 24 : Assemblage du pilus par sortase chez Corynebacterium diphtheriae............................... 39 

Figure 25 : Mécanisme d’assemblage du curli .................................................................................... 40 

Figure 26 : Schéma des sous-classes du système de sécrétion de type V .......................................... 42 

Figure 27 : Les propriétés biophysiques du flagelle pour atteindre de manière non-spécifique des 

surfaces................................................................................................................................................ 43 

Figure 28 : Mécanisme de production d’adhésines suite au contact avec une surface ..................... 45 

Figure 29 : Stratégies pour la thérapie anti-adhésion ......................................................................... 46 

Figure 30 : Structure du flagelle bactérien .......................................................................................... 48 

Figure 31 : Système de sécrétion de type III flagellaire ...................................................................... 50 

Figure 32 : Structure prédictive de l'appareil de sécrétion de type III flagellaire et de l'injectosome 52 

Figure 33 : Superposition des structures FliT seule et du complexe FliT-FliDC ................................... 53 

Figure 34 : Interaction de FlhAC au niveau de sa région la plus conservée avec différents complexes 

chaperonne/substrat ........................................................................................................................... 54 



   

Figure 35 : Polymérisation de l'anneau FliG par le mécanisme de domain-swap d’interactions 

intramoléculaires à intermoléculaires................................................................................................. 55 

Figure 36 : Echange moléculaire entre la rotation CW et CCW .......................................................... 56 

Figure 37 : Modèle représentant la jonction adaptative entre l’anneau C et l’anneau MS ............... 57 

Figure 38 : Structure des stators formés par les complexes MotA4MotB2 ......................................... 58 

Figure 39 : Comparaison de l’organisation axiale des différents constituants du flagelle ................. 59 

Figure 40 : Structure du corps basal comportant la tige ..................................................................... 60 

Figure 41 : Structure du coude flagellaire ........................................................................................... 61 

Figure 42 : Comparaison des modèles atomiques de la tige et du coude et leur assemblage axial... 62 

Figure 43 : Mécanisme intermittent de sécrétion régissant la taille du coude .................................. 63 

Figure 44 :  Schéma du filament flagellaire en all-atom et coarse-graining........................................ 65 

Figure 45 : Mécanisme d'élongation du filament par le modèle d’injection-diffusion ....................... 66 

Figure 46 : Mécanisme de polymérisation de la flagelline orchestrée par la coiffe FliD et sa structure

 ............................................................................................................................................................. 67 

Figure 47 : Assemblage coordonné du flagelle par le régulon flagellaire ........................................... 69 

Figure 48 : Représentation schématique au niveau des gènes du fonctionnement de la variation de 

phase chez Salmonella enterica .......................................................................................................... 71 

Figure 49 : Fonctionnement d’une extrudeuse Liposofast ................................................................. 75 

Figure 50 : Courbe d'étalonnage du dosage protéinique par BCA à partir d’une gamme étalon de 

BSA ....................................................................................................................................................... 80 

Figure 51 : Montage microscope scellé avec du Parafilm ................................................................... 80 

Figure 52 : Courbe d’étalonnage du dosage de Stewart à partir d’une gamme étalon d’egg-PC ...... 86 

Figure 53 : Schéma de formation de la bicouche découplée du support par des chaînes PEG .......... 92 

Figure 54 : Spectre SPR de la réflectivité en polarisation TM et pour une longueur d’onde de 633 nm 

et un montage prisme en LaSFN9 (n=1,85) sur une lame de verre (n=1,514), 2 nm de chrome et 47 

nm d’or vaporisé.................................................................................................................................. 93 

Figure 55: Composition lipidique des phosphatidylcholines présentes dans egg-PC, résolue par LC-

MS ........................................................................................................................................................ 99 

Figure 56 : Formation de GUVs egg-PC par hydratation assistée par gel ......................................... 100 

Figure 57 : Visualisation de l’interaction entre bactéries et GUVs egg-PC sur différents supports . 102 

Figure 58 : Comparaison de la motilité entre O157:H7 WT et O157:H7 ΔfliC à 37°C pendant 10 h. 103 

Figure 59 : Interaction entre un GUV egg-PC avec EHEC O157:H7 ∆fliC et WT ................................ 103 

Figure 60 : Interaction entre le flagelle de ST et les GUVs egg-PC. ................................................... 104 

Figure 61 :  Les étapes de la quantification de l’adhésion bactérienne sur liposomes..................... 105 

Figure 62 : Immobilisation des liposomes sur lame d’or durant le test d’adhésion ......................... 106 

Figure 63 : Relation entre la quantité de GUVs déposées et l’adhésion bactérienne ...................... 107 

Figure 64 : Tests de motilité pour O157:H7 et ST à 37°C pendant 7 h .............................................. 108 

Figure 65 : Adhésion de EHEC O157:H7 et ST sur GUVs egg-PC ....................................................... 109 

Figure 66 : Le flagelle et sa motilité augmentent l'adhésion bactérienne ........................................ 110 

Figure 67 : Impact de la variabilité de taille des GUVs sur l’adhésion bactérienne .......................... 112 

Figure 68 : Adhésion d’O157:H7 WT sur GUVs avec des compositions lipidiques variant au niveau 

des têtes polaires .............................................................................................................................. 114 

Figure 69 : Adhésion d’O157:H7 WT sur des GUVs possédant des compositions lipidiques avec une 

quantité molaire croissante de MGDG .............................................................................................. 115 



   

Figure 70 : Adhésion d’O157:H7 WT sur plusieurs phosphatidylcholines variant au niveau de leurs 

chaînes grasses .................................................................................................................................. 116 

Figure 71 : Effet de la présence d'acides gras C16:0 ou C18:3 dans le milieu de culture sur la 

composition lipidique de HT29.......................................................................................................... 118 

Figure 72 : Adhésion d’O157:H7 WT et ΔfliC sur cellules HT29 dont la composition lipidique a été 

modifiée............................................................................................................................................. 119 

Figure 73 : Adhésion bactérienne via le flagelle dépend de l’ordre lipidique, avec un potentiel effet 

de la charge des lipides ..................................................................................................................... 120 

Figure 74 : Polarisation généralisée du Laurdan en présence de flagelles H7 sur liposomes d’egg-PC 

de différentes tailles .......................................................................................................................... 123 

Figure 75 : Adhésion de EHEC O157:H7 et ST sur des liposomes egg-PC mesurant 400 nm et 7,5 µm

 ........................................................................................................................................................... 124 

Figure 76 : Détermination de l’hydrophobicité des flagelles méthylés FliC et FljB et des flagelles non 

méthylés FliCΔfliB et FljBΔfliB ........................................................................................................... 125 

Figure 77 : Adhésion de plusieurs souches de ST avec leur mutant respectif ΔfliB sur GUVs egg-PC, 

ainsi que leur motilité........................................................................................................................ 126 

Figure 78 : Evolution de l'ordre lipidique de DPPC par GP du Laurdan en présence ou non de 

flagelles H7 ........................................................................................................................................ 127 

Figure 79 : Effet de la fluidité sur l’adhésion d’O157:H7 par utilisation du DOPC (Δ9-Trans) .......... 128 

Figure 80 : Diagramme ternaire POPC/PSM/Cholestérol à 23°C ...................................................... 130 

Figure 81 : Etude de l’adhésion d’O157:H7 WT et ΔfliC sur des GUVs mimant la ségrégation 

lipidique. ............................................................................................................................................ 131 

Figure 82 : Insertion du flagelle et interaction avec les chaînes hydrophobes de la membrane ..... 132 

Figure 83 : Hétérogénéité de l’adhésion bactérienne due à la diversité de fluidité membranaire et 

une possibilité d’interaction spécifique du flagelle à la frontière des domaines ordonnés et 

désordonnés ...................................................................................................................................... 133 

Figure 84 : Compilation des caractéristiques obtenues pour chaque membrane ............................ 134 

Figure 85 : Corrélation de Pearson entre l’épaisseur de la membrane, la distance pic à pic, l’aire par 

lipide, le potentiel d’interaction entre les chaînes carbonées et les niveaux d’adhésion d’O157:H7 

WT ..................................................................................................................................................... 136 

Figure 86 : Disparation de fragments de flagelle de ST sous la membrane, observée par microscopie 

électronique ...................................................................................................................................... 137 

Figure 87 : Relargage carboxyfluorescéine à partir de GUVs POPC de 2 µm après 1 h en présence de 

diverses souches d’O157:H7 ............................................................................................................. 138 

Figure 88 : Détermination de la constante de dissociation entre la flagelline H7 et une bicouche 

d’egg-PC ou la G-actine ..................................................................................................................... 139 

Figure 89 : Possible interaction du flagelle avec l'actine .................................................................. 140 

Figure 90 : Vérification de la formation des GUVs pour tous les mélanges lipidiques utilisés. ........ 141 

Figure 91 : Contrôle de la stabilité des liposomes et de l’absence de réactivité du Laurdan vis-à-vis 

du flagelle .......................................................................................................................................... 142 

 

 



   

Liste des Tableaux 

 

Tableau 1 : Variation de la composition lipidique de la membrane plasmique chez les animaux et les 

plantes ................................................................................................................................................... 6 

Tableau 2 : Récapitulatif des souches bactériennes utilisées durant cette étude .............................. 76 
Tableau 3 : Composition des gels de séparation et de concentration utilisés pour le SDS-PAGE ...... 79 
Tableau 4 : Mélanges lipidiques pour l’étude de l’implication de la tête polaire dans l’interaction 
flagelle/phospholipides et de leur potentiel zêta ............................................................................. 113 
Tableau 5 : Proportion lipidique molaire réelle de chaque mélange lipidique ................................. 142 
Tableau 6 : Taux d'immobilisation sur l'or des GUVs pour chaque composition lipidique ............... 142 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Introduction 

2 
 

Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) est une bactérie souvent impliquée dans des 

épidémies d’origine alimentaire. Elle est connue pour la sévérité des symptômes qu’elle 

engendre qui inclut des diarrhées sanglantes ou encore le syndrome hémolytique et urémique 

(HUS, pour Hemolytic Uremic Syndrome), provoquée par la sécrétion de toxines Shiga. Il se traduit 

par des dysfonctionnements rénaux, une diminution du nombre de cellules sanguines, allant 

jusqu’à des complications neurologiques irréversibles. Le réservoir principal des EHEC se situe 

dans le tube digestif des bovins, porteurs sains de ces bactéries, et sont donc à l’origine des 

contaminations. Elles peuvent provenir aussi bien de la viande à cause du non-respect des 

procédures d’hygiène lors de l’abattage, que des végétaux à partir de la dissémination de 

matières fécales dans l’environnement, notamment au niveau des engrais, de l’eau ou du sol. 

Pour exemple, en 2011 une épidémie importante à partir de graines germées de fenugrec a 

enregistré plus de 4 300 victimes, dont au moins 800 personnes hospitalisées et 50 personnes 

décédées, en Allemagne et en France (Grad et al. 2012). Plus d’une dizaine d’années plus tôt, une 

épidémie similaire s’était produite au Japon et a impliqué cette fois-ci 8 500 victimes. O157:H7, 

l’un des sérotypes les plus répandus, fut identifié comme à l’origine de cette épidémie 

(Fukushima et al. 1999). 

Lorsque des aliments contaminés sont ingérés, les entérobactéries pathogènes envahissent 

l’épithélium intestinal grâce à leurs flagelles, conférant aussi la propulsion nécessaire pour 

franchir le mucus protégeant la cellule. L’étape charnière entre ce moment et la pathogénicité 

de la bactérie est l’adhésion, sur la membrane plasmique, qui constitue l’ultime barrière de la 

cellule. Le mécanisme de l’interaction avec la membrane impliquant le flagelle demeure 

aujourd’hui inconnu. L’identification des mécanismes mis en jeu lors de l’adhésion bactérienne 

permettrait de cibler ce processus de manière stratégique, pour prévenir la virulence de 

pathogènes. Dans le contexte actuel où la résistance aux antibiotiques est exponentielle, les 

solutions anti-adhésion pourraient être un axe alternatif. D’après un rapport alarmant de 2016, 

la résistance aux antibiotiques deviendrait, en 2050, la première cause mondiale de mortalité1. 

Concrètement une simple blessure qui s’infecte ne pourrait ne plus être soignée et donc être 

lourde de conséquences. L’intérêt de cibler le flagelle est qu’il intervient dans des étapes 

précoces de la colonisation et de l’adhésion de par sa rotation et sa longueur. L’objectif de ce 

travail est, par conséquent, de comprendre les paramètres mis en jeu lors de l’adhésion du 

 
1 The review on antimicrobial resistance, sous la direction de Jim O’Neill, mai 2016  
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flagelle sur la membrane plasmique, en se focalisant sur la contribution des propriétés physico-

chimiques de la bicouche lipidique. 

Dans ce manuscrit, une synthèse bibliographique est consacrée aux deux protagonistes de 

ce travail, à savoir la membrane plasmique et le flagelle bactérien. D’une part, les caractéristiques 

et la complexité de la membrane plasmique sont présentées, avec une partie dédiée aux 

liposomes unilamellaires géants (GUV, pour Giant Unilamellar Vesicle), qui est le modèle 

biomimétique utilisé au cours de cette étude. Leurs techniques d’obtention, ainsi que leurs 

applications, notamment l’étude de la membrane plasmique, y sont indiquées. D’autre part, le 

processus d’adhésion, les principales adhésines bactériennes et le développement de solutions 

anti-adhésion sont décrits, incluant en particulier des détails sur la composition, l’assemblage 

ainsi que la structure du flagelle. Les résultats expérimentaux sont ensuite organisés sous quatre 

chapitres. L’appropriation du modèle biomimétique de l’étude, ainsi que l’impact de phénotypes 

flagellaires au niveau de l’adhésion bactérienne sur les GUVs sont présentés dans le premier 

chapitre. De façon complémentaire, l’adhésion en fonction des têtes polaires, puis des chaînes 

carbonées des lipides est étudiée dans le second chapitre. Le troisième chapitre s’intéresse, 

quant à lui, d’une part à la nature de l’adhésion, et d’autre part à l’adhésion bactérienne sur des 

GUVs mimant la ségrégation de phases. Enfin, le dernier chapitre revient sur l’ensemble des 

paramètres clés de l’adhésion, pour comprendre leur contribution respective. La possibilité d’une 

interaction intervenant au-delà de la bicouche lipidique est également étudiée. Une discussion 

générale clôture ce manuscrit en revenant sur les principales caractéristiques de l’adhésion entre 

le flagelle bactérien et la bicouche lipidique, en mettant en avant les nouvelles questions 

résultant de ce travail.  
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I. La membrane plasmique 

La membrane plasmique ou cellulaire est la frontière séparant l’intérieur de la cellule de 

son environnement extérieur. Elle constitue l’une des premières barrières de la cellule face aux 

pathogènes. C’est un lieu où s’exerce de nombreuses fonctions essentielles à la vie de la cellule. 

La théorie cellulaire, postulée dans les années 1830 par Matthias Jakob Schleiden et 

Theodor Schawnn, demeure fondamentale en biologie. Les bases de cette théorie sont que tous 

les organismes végétaux et animaux se composent de cellules, unités fondamentales et 

structurelles du vivant fonctionnant de manière autonome, et que les cellules proviennent de 

cellules préexistantes. Ces principes ont évolué pour donner la théorie cellulaire telle que nous 

la connaissons aujourd’hui, qui statue en particulier que la multiplication cellulaire résulte de la 

division cellulaire (Mazzarello 1999). A la fin du XIXe siècle, la plupart des constituants de la cellule 

ont été décrits : le cytoplasme, le noyau, le réticulum endoplasmique, la mitochondrie et 

l’appareil de Golgi. Quant aux membranes, leur existence n’était pas unanimement admise car 

elles demeuraient invisibles au microscope. A l’époque, la membrane cellulaire était souvent 

assimilée à la paroi cellulaire des plantes. Ainsi la membrane plasmique, de même que les autres 

membranes, étaient considérées comme une structure secondaire facultative. Au cours du siècle 

suivant, l’existence de la membrane plasmique a été progressivement acceptée grâce à l’apport 

d’éléments physicochimiques propres à sa nature et sa structure. Parmi eux, les études sur la 

perméabilité de la membrane plasmique de Charles Ernest Overton, les mesures de conductivité 

cellulaire de Rudolf Höber et le travail de micro-injection sur cellule de Robert Chambers ont 

démontré que la membrane plasmique existait et qu’elle possèdait une nature différente du 

cytoplasme (Lombard 2014). 

 

1. La nature lipidique de la membrane plasmique 

 

1.1. Une bicouche lipidique 

Une avancée majeure sur la description de la structure moléculaire de la membrane fut 

apportée par Evert Gorter et François Grendel en 1925. Après extraction des lipides d’un 

échantillon d’érythrocytes, ces chercheurs ont déterminé que la surface d’une monocouche à 

l’interface air/eau était deux fois égale à la surface des cellules. Ces cellules ne possédant qu’une 

membrane plasmique, ils en ont conclu que celle-ci était organisée en bicouche de lipides, avec 

les têtes polaires exposées vers l’environnement extérieur et les parties hydrophobes regroupées 
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à l’intérieur de la bicouche (Gorter et Grendel 1925). La microscopie électronique permit ensuite 

de visualiser directement la membrane plasmique, décrite comme une ligne de chemin de fer 

(Robertson 1960). Cette caractéristique a été également observée sur les premières bicouches 

lipidiques artificielles, prouvant que des molécules amphiphiles étaient capables de former une 

frontière (Henn et al. 1967; Mueller et al. 1962; Tien et Diana 1967). Ceci est dû aux propriétés 

des lipides de s’auto-assembler en bicouche, grâce à leur nature amphiphile. Ils s’agencent de 

manière à ce que leur tête polaire soit vers l’environnement aqueux, alors que les chaînes 

carbonées s’associent ensemble à l’intérieur de la membrane via des forces de Van Der Waals 

(Tanford 1978).  

 

1.2. La diversité lipidique  

Les lipides membranaires se divisent en plusieurs catégories : les glycérophospholipides, 

les stérols et les sphingolipides. Ces derniers appartiennent à une famille complexe de molécules 

incluant les céramides, les sphingomyélines et les glycosphingolipides.  

Le réticulum endoplasmique abrite le lieu principal de synthèse des lipides que ce soit les 

glycérophospholipides ou le cholestérol. C’est également dans cet organite que sont synthétisés 

les céramides, précurseurs des sphingolipides, dont la synthèse se poursuit dans l’appareil de 

Golgi. Les lipides sont ensuite transportés et répartis dans les différents organites ayant des 

compositions différentes, par exemple il y a très peu de sphingolipides et de cholestérol dans la 

membrane du réticulum endoplasmique (van Meer et al. 2008). La composition lipidique varie 

fortement en fonction du type de cellule et d’organisme (Tableau 1). 

Tableau 1 : Variation de la composition lipidique de la membrane plasmique chez les animaux et les plantes (Furt 
et al. 2011; Sampaio et al. 2011) 

Proportion lipidique 

(pourcentage total  

de lipides) 

Cellule épithéliale 

polarisée de foie 

(MDCK) 

Avena sativa 

(Coléoptile) 

Avena sativa 

(Racine) 

Glycérophospholipides 62% 42% 50% 

Sphingolipides 8% 26% 10% 

Stérol 28% 32% 40% 

 

1.2.1. Glycérophospholipides 

Les glycérophospholipides se composent d’un squelette de glycérol, sur lequel sont 

estérifiées deux chaînes d’acide gras en position sn-1 et sn-2 (Figure 1). La tête polaire 
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positionnée en sn-3 est constituée d’acide phosphorique, dont l’un des groupements acides est 

estérifié par un alcool (éthanolamine, choline, sérine, inositol, glycérol, …). La chaîne grasse, en 

sn-1 peut varier de 14 à 22 carbones, mais les longueurs de 16 et 18 carbones sont les plus 

représentés chez l’Homme. Cette chaîne est très souvent saturée, contrairement à la chaîne en 

position sn-2, elle-même souvent plus longue (Harayama et Riezman 2018).  

Le principal glycérophospholipide est la phosphatidylcholine, qui compte pour plus de 50% 

des phospholipides dans la plupart des cellules eucaryotes. La phosphatidyléthanolamine, la 

phosphatidylsérine, la phosphotidylinositol et l’acide phosphatidique sont les autres 

glycérophospholipides retrouvés dans ces membranes. Ce dernier est le précurseur commun à 

l’ensemble des glycérophospholipides (Athenstaedt et Daum 1999). Il est obtenu chez les 

mammifères par le biais du glycérol-3-phosphate ou du dihydroxyacétone phosphate (Vance 

2015).  

Chez les plantes, une partie des phospholipides de la membrane plasmique peut être 

remplacée, dans des conditions dépourvues de phosphate, par un glycolipide, le 

digalactosyldiacylglycérol (DGDG) (Andersson et al. 2003). Ce lipide se trouve principalement 

dans la membrane photosynthétique des chloroplastes, appelée thylakoïde, qui se compose aussi 

d’autres lipides sans phosphate tels que le monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) et le 

sulphoquinovosyldiacylglycérol (SQDG) (Benning 2009).  

 

Figure 1 : Structure de base d'un glycérophospholipide, ici le 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (Harayama et Riezman 2018) 

 
 

1.2.2. Sphingolipides 

Les sphingolipides sont composés d’une base sphingoïde liée via une liaison amide à une 

chaîne d’acide gras, très souvent plus longue et plus saturée que celle des glycérophospholipides, 

nommée chaîne N-acyl (Grösch et al. 2012) (Figure 2). Il n’y a aucune diversité dans le type de 

base sphingoïde présent chez les animaux et les levures, contrairement aux plantes qui peuvent 

adopter jusqu’à 8 types de base différents (Furt et al. 2011). Quant à la tête polaire, la 
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substitution de l’alcool primaire par la phosphatidylcholine permet le passage d’un céramide à la 

sphingomyéline, cette dernière n’existant pas chez les plantes. Dans le cas des 

glycosphingolipides, une chaîne d’un ou plusieurs saccharides est liée par une liaison β-osidique 

au céramide. Chez les feuilles d’Arabidopsis thaliana, les glycosphingolipides représentent 

quasiment 100% des sphingolipides, dont plus de la moitié correspond aux 

glycosylinositolphosphorylcéramides (GIPC), un lipide spécifique aux plantes (Markham et al. 

2006). 
 

 

Figure 2 : Structure de base d’un sphingolipide, ici la sphingomyéline (Harayama et Riezman 2018) 

 

1.2.3. Stérols 

Présents dans les cellules eucaryotiques, les stérols sont des constituants majeurs de la 

membrane plasmique pouvant atteindre 40% et 30% en proportion molaire, respectivement chez 

les animaux et les plantes (Cacas et al. 2016; Lange et al. 1989; van Meer et de Kroon 2011). Ces 

constituants comportent une chaîne aliphatique à l‘extrémité d’un enchaînement de 4 cycles, 

appelé noyau stéroïde, et d’un groupement hydroxyle responsable de leur nature amphiphile 

(Figure 3).  

Chez les animaux, le cholestérol est le seul stérol présent dans la membrane cellulaire, 

contrairement aux plantes qui détiennent plusieurs dizaines de stérols. Ces derniers, les 

phytostérols, peuvent être conjugués avec un ou plusieurs résidus carbohydrates, couramment 

le D-monoglucopyranoside, pouvant être lui-même acétylé.  

 

Figure 3 : Structure de base d’un stérol, ici le cholestérol (Harayama et Riezman 2018) 
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2. Le modèle de la mosaïque fluide 
 

En plus des lipides, la membrane plasmique abrite des protéines. Leur positionnement  

dans la membrane a donné lieu à plusieurs modèles, notamment le modèle paucimoléculaire 

dans lequel la bicouche lipidique est entourée de chaque côté d’une monocouche de protéines 

(Danielli et Davson 1935). Plusieurs éléments viendront contredire ce modèle, en particulier 

l’observation de l’intérieur de la bicouche lipidique, grâce à la technique de cryofracture laissant 

ainsi apparaître des aspérités, les protéines transmembranaires (Branton 1966; Deamer et 

Branton 1967). De plus, des études sur la structure tertiaire des protéines confirmeront que 

certaines d’entre-elles possèdent des structures en hélice α, et peuvent donc s’insérer dans la 

bicouche lipidique par le biais d’interactions hydrophobes (Stoeckenius et Engelman 1969).  

En 1972, Singer et Nicholson proposent le modèle de la mosaïque fluide (Figure 4). Le terme 

« mosaïque » fait référence au mélange lipides/protéines intrinsèques, alors que le terme 

« fluide » fait référence à la dynamique de la membrane en se référant à la mobilité de ses 

composants (Singer et Nicolson 1972). Quelques années plus tôt, cette fluidité avait été 

démontrée en fusionnant une cellule humaine et une cellule de souris, possédant chacune des 

antigènes spécifiques marqués à l’aide d’anticorps fluorescents de différentes couleurs. Les deux 

types d’antigènes, au départ aux extrémités de cette cellule hybride, se mélangèrent au cours du 

temps démontrant la diffusion latérale de la membrane (L. D. Frye et Edidin 1970).  

 

 

Figure 4 : Modèle de la mosaïque fluide, comprenant un mélange fluide et dynamique des différents types de 
protéines mêlés à la bicouche lipidique, sous l’effet de certains éléments de la membrane ou provenant de l’extérieur 
comme les filaments du cytosquelette (Mariana Ruiz Villarreal) 
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2.1. Une mosaïque de composants 

Les lipides représentent en moyenne la moitié de la masse de la membrane cellulaire, 

l’autre moitié étant attribuée aux protéines. La membrane plasmique est également composée 

de carbohydrates couplés soit aux lipides soit aux protéines, et sont ainsi appelés respectivement 

glycolipides et glycoprotéines. 

Les protéines se répartissent en trois catégories : les protéines intrinsèques ou intégrales, 

les protéines extrinsèques ou périphériques et les protéines ancrées. Les protéines intégrales 

sont enfouies profondément dans la bicouche lipidique, car elles possèdent, de manière 

analogue à certains lipides, une nature amphiphile. Les protéines périphériques s’associent à la 

surface de la membrane via des interactions de faible énergie, polaires ou électrostatiques, et 

sont donc facilement dissociables de la membrane (McLaughlin et Murray 2005). Cependant, les 

propriétés physico-chimiques de la membrane, telles que la courbure ou le défaut d’ordre 

lipidique, peuvent être impliquées dans le recrutement de certaines protéines périphériques. Par 

exemple, les protéines comportant des domaines BAR (Bin, Amphiphysin, RSV 161/167) ou des 

motifs ALPS (Amphipatic Lipid Packing Sensor) se positionnent au niveau de sections courbées de 

la membrane (Bigay et Antonny 2012). Les protéines ancrées, comme leur nom l’indique, sont 

liées de manière covalente à un lipide, comme le glycosylphosphatidylinositol (GPI). Cette ancre 

lipidique permet à ces protéines de s’insérer dans la membrane.  

 

2.2. Fluidité membranaire 

La membrane est une structure dynamique grâce à la mobilité de ses constituants au sein 

de celle-ci. De manière plus précise, la diffusion des lipides appelée fluidité membranaire se 

caractérise par trois principaux déplacements : le mouvement latéral, le mouvement de rotation 

et le flip-flop (Figure 5b). Néanmoins, la fluidité membranaire est modulée par divers paramètres 

comme la phase membranaire, puisque les mouvements moléculaires sont plus restreints en 

phase gel qu’en phase fluide.  

Le mouvement latéral correspond à l’échange de place d’une molécule de lipide avec une 

molécule de lipide voisine, et se traduit par le coefficient latéral de diffusion CD, qui se trouve 

typiquement entre 10-7 à 10-10 cm2.s-1 (Destainville et al. 2008). Cet échange, se produisant 

fréquemment, nécessite moins d’une seconde pour s’effectuer. Le mouvement de rotation est, 

quant à lui, relié au coefficient de diffusion rotationnel, qui correspond à la rotation angulaire du 
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lipide sur lui-même en quelques nanosecondes. L’isomérisation de cis à trans des insaturations 

est également dynamique (Figure 5a). 

A l’inverse, le passage d’un lipide d’un feuillet à l’autre, appelé flip-flop, est 

thermodynamiquement défavorable. Lors de ce mouvement, la tête polaire doit se retrouver en 

contact avec le cœur hydrophobe de la bicouche. Par conséquent, ce déplacement requiert 

plusieurs heures, voire plusieurs jours pour s’accomplir (Parisio et al. 2016). En revanche grâce à  

sa partie hydrophile beaucoup plus petite que chez les phospholipides, la diffusion transversale 

du cholestérol est plus fréquente et se produit en moins d’une seconde (Hamilton 2003). 

 

Figure 5 : Dynamique lipidique membranaire. (a) Isomérisation des insaturations lipidiques. (b) Mobilité des lipides 
dans la membrane avec les mouvements latéral, rotationnel et transversal (Eeman et Deleu 2010) 

 

 

3. Hétérogénéité des caractéristiques de la membrane  

3.1. Asymétrie transmembranaire  

Les membranes cellulaires ont une répartition asymétrique de leurs composants, 

notamment des lipides entre leurs deux feuillets, c’est-à-dire que la composition lipidique du 

feuillet intérieur est différente du feuillet extérieur de la bicouche (Bretscher 1972). Cette 

asymétrie est indispensable à l’établissement d’un potentiel électrique transmembranaire, ainsi 

qu’à la régulation de certaines fonctions (Fadeel et Xue 2009). Entre autres exemples, l’exposition 

de phosphatidylsérines sur la surface de la membrane, survenant pendant l’apoptose, sert de 

signal aux macrophages (Bratton et al. 1997).  

Cette asymétrie est influencée par la géométrie adoptée par les lipides, celle-ci étant 

définie par la taille de la tête polaire et par la surface occupée de leurs chaînes grasses 

(Israelachvili et al. 1976). La phosphatidylcholine possède une géométrie cylindrique et les 

sphingolipides une forme conique inversée. En revanche la phosphatidyléthanolamine, à cause 
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de la petite taille de sa tête polaire, présente une géométrie conique et ainsi une tendance à la 

courbure négative. Finalement, le feuillet interne est principalement composé de 

phosphatidyléthanolamine, de phosphatidylsérine, de phosphatidylinositol et de 

phophoinositide, alors que la phosphatidylcholine et la sphingomyéline sont majoritairement 

retrouvées au niveau du feuillet externe (Marquardt et al. 2015) (Figure 6). Ainsi, le feuillet 

interne est globalement chargé positivement, contrairement au feuillet externe qui est plutôt 

neutre (zwitterrionique). Quant au cholestérol, celui-ci se répartirait de manière plus ou moins 

égale entre les deux feuillets (Steck et Lange 2018). 

 

Figure 6 : Répartition asymétrique des lipides au sein des feuillets externe (outer) et interne (inner) de la 
membrane. GSL : glycosphingolipides ; PC : phosphatidylcholine ; SM : sphingomyéline ; PI : phosphatidylinositol ; PIP 
: phosphoinositides ; PS : phosphatidylsérine ; PE : phosphatidyléthanolamine (Fujimoto et Parmryd 2017) 

 

Les glycolipides font exclusivement face à l’environnement extracellulaire et forme avec les 

glycoprotéines et une partie des protéoglycanes, le glycocalyx. Cette barrière physique 

protectrice, chargée négativement, joue principalement un rôle dans la reconnaissance et la 

régulation de l’adhésion cellulaire. De nombreux pathogènes se lient via leurs adhésines sur ces 

motifs carbohydrates, comme le P-pilus d’Escherichia coli uropathogénique (UPEC) au niveau des 

cellules de la voie urinaire supérieure (Dodson et al. 2001; Väisänen et al. 1981). De manière 

remarquable, le glycocalyx des cellules endothéliales est capable de « sentir » les forces de 

cisaillement de la circulation sanguine, et si besoin d’induire par plusieurs mécanismes la 

correction de ses caractéristiques rhéologiques (Ushiyama et al. 2016). 

 

La redistribution des lipides dans les différents feuillets est effectuée par des protéines 

intégrales spécifiques (Daleke 2003; Hankins et al. 2015) (Figure 7) :  

- les ATPases de type 4, appelées flippases, qui déplacent spécifiquement certains lipides 

du feuillet externe vers le feuillet interne de manière ATP-dépendent, 
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- les ABC-transporteurs, appelés floppases, qui déplacent dans le sens inverse des flippases 

toujours de manière spécifique et ATP-dépendent, 

- les scramblases, qui effectuent des échanges de manière aléatoire dans les deux sens, 

indépendamment de l’utilisation de l’ATP. 

 

 

Figure 7 : Protéines impliquées dans la redistribution de certains lipides entre les deux feuillets de la membrane 
(Adaptée de Quazi et Molday 2011) 

 

3.2. Polymorphisme membranaire 

Les membranes lipidiques existent sous différents états physiques, qui peuvent coexister 

sur une même membrane (Heberle et al. 2010; Janiak et al. 1979) (Figures 8 et 9). La phase gel 

Lβ ou solide ordonné SO se caractérise par une bicouche lipidique extrêmement compacte et 

organisée en treillis triangulaire, due à l’élongation maximale des chaînes grasses et une 

conformation en trans des insaturations. En fonction du niveau d’hydratation et de la nature de 

la tête polaire, les chaînes grasses peuvent plus ou moins se décaler par rapport à l’axe formé 

par deux lipides axiaux de chaque feuillet et ainsi diminuer l’épaisseur de la bicouche lipidique, 

formant la phase gel Lβ’. A température plus élevée en phase fluide Lα ou liquide désordonnée Ld, 

la surface latérale des lipides augmente, de par l’isomérisation des doubles liaisons, résultant en 

une structure désorganisée qui permet une diffusion plus libre des lipides. La transition entre ces 

deux phases se produit à une température bien précise appelée température de transition Tm, 

qui diffère principalement en fonction de la nature du lipide. Ainsi, la présence de chaînes d’acide 

gras plus courtes diminue la Tm, à cause d’une interaction moins profonde avec les autres chaînes 
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grasses, tout comme les insaturations, en particulier en configuration cis dont le coude généré 

gêne l’empilement lipidique.  

Pour certains lipides comme la phosphatidylcholine, une pré-transition à des températures 

proches de la Tm peut exister donnant lieu à un état d’ondulation Pβ. Cet état se caractérise par 

une ondulation périodique à la surface de la bicouche, qui serait causée par une alternance de 

domaines ordonnés et désordonnés (Kaasgaard et al. 2003). Cette périodicité, dont la longueur 

d’onde varie, est linéaire mais peut changer de direction selon des angles de 60° ou de 120°.  

La présence de cholestérol provoque une phase hydride entre un solide ordonné et un 

liquide désordonné. Cette phase, appelée liquide ordonné LO, possède une structure ordonnée 

des chaînes grasses tout en gardant une diffusion latérale proche de la phase fluide (Ipsen et al. 

1987). En effet, l’ajout de cholestérol en phase gel va désorganiser le treillis triangulaire des 

lipides, a contrario en phase fluide le cholestérol va favoriser les configurations trans des 

insaturations et ainsi une organisation plus ordonnée (Sankaram et Thompson 1990). Les 

phytostérols conjugués ou non sont également capables d’induire cet effet de manière plus ou 

moins identique, en fonction de leur différence structurale avec le cholestérol (Grosjean et al. 

2015). 

 

 

Figure 8 : Illustration des états physiques adoptés par la membrane lipidique. Tm : Transition principale de phase 
(Eeman et Deleu 2010) 
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Figure 9 : Diagramme de phase ternaire entre le cholestérol, le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC ; 
Tm = -17°C) et le 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DSPC ; Tm = 55°C). Plusieurs phases peuvent coexister, 
la composition au niveau du rond noir donne lieu à environ 25% de liquide désordonné et 75% de liquide ordonné. Ld 
: liquide désordonné ; Lo : liquide ordonné ; Lβ : solide ordonné (Dick et Vogt 2014) 
 
 

4. Partition de la membrane 

Le modèle de la mosaïque fluide, révisé en 2014, est toujours considéré comme une 

référence pour la description de la structure de la membrane plasmique. La révision du modèle 

a mis principalement l’accent sur l’environnement de la membrane (Nicolson 2014). Celle-ci n’est 

pas isolée du reste de la cellule et interagit avec des éléments extra- et intracellulaires, en 

particulier le cytosquelette. Ces interactions peuvent conduire à des restrictions de mobilité, 

participer à la ségrégation de phases lipidiques et à la création de clusters protéiques.  

 

4.1. Existence des clusters lipidiques ? 

La dynamique de la membrane, modulée par son environnement, conduit à la formation 

de micro-domaines permanents, notamment dans les cellules épithéliales polarisées. C’est la 

jonction entre deux cellules adjacentes séparant les domaines apical et basolatéral, qui 

empêcherait le déplacement des lipides et protéines d’un domaine à l’autre (Giepmans et van 

Ijzendoorn 2009; van Meer et Simons 1986). De même chez les plantes, la membrane plasmique 

d’un grain de pollen se décompose en 4 domaines distincts. Des domaines plus petits et 

transitoires sembleraient également exister (Sezgin et al. 2017). 

Ces nano-domaines correspondraient aux domaines composés principalement de 

cholestérol et de sphingolipides appelés radeaux lipidiques (en anglais, lipid rafts), isolés à l’aide 

de détergents. Cette fraction de la membrane, résistante aux détergents, présente une phase 

liquide ordonné coexistant avec une phase liquide désordonné sensible, elle, aux détergents 
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(Simons et Ikonen 1997). Leur existence réelle dans les membranes biologiques est sujette à de 

nombreux questionnements, puisque la variation des paramètres d’extraction comme la 

température conduit à des résultats différents (Mayor et Maxfield 1995). La création de modèles 

biomimétiques avec certains mélanges de lipides, mais aussi l’extraction de membranes entières 

(avec protéines) ont démontré in vitro des associations préférentielles lipidiques, dévoilées 

notamment à l’aide de sondes fluorescentes sensibles à l’environnement lipidique (Sezgin et al. 

2012; Veatch et Keller 2003b). D’autres techniques comme les simulations de dynamique 

moléculaire ou encore la microscopie optique à super-résolution permettent d’étudier ces 

domaines particuliers, qui de par leur taille et leur durée de vie restent difficile à cerner, les 

clusters lipidiques n’ayant jamais pu être visualisé in vivo (Sezgin et al. 2017).  

 

4.2. Relation entre nano-domaines et bactéries  

Les radeaux lipidiques seraient souvent impliqués dans l’adhésion et l’entrée de 

pathogènes, en particulier les bactéries (Toledo et Benach 2015). Shigella, une bactérie non-

motile, est capable de pénétrer à l’intérieur des cellules épithéliales en sécrétant l’invasine IpaB 

qui se lie au récepteur CD44. En revanche, l’invasion est altérée par l’absence de cholestérol ou 

sphingolipides (Lafont et al. 2002). Pendant l’infection, la réplication intracellulaire de Shigella 

entraîne une remodulation de la composition lipidique de la membrane par une 

sphingomyélinase, afin d’empêcher à nouveau l’adhésion de Shigella (Tawk et al. 2018). De 

même, les motifs moléculaires associés aux microorganismes (MAMP), tels que la flagelline, 

déclenchent la formation de complexes protéiques au niveau de la membrane en se liant aux 

récepteurs de leur hôte (Gronnier et al. 2018).  

Même s’ils se différencient de par leur composition, les bactéries possèderaient également 

des nano-domaines très fonctionnalisés, formés par des hopanoïdes possédant un rôle et une 

structure proche du cholestérol, des caroténoïdes et des phospholipides (Lopez et Koch 2017). 

De nombreuses bactéries comme Helicobacter spp. et Borrelia burgdorferi utilisent le cholestérol 

de leur hôte. Cette dernière, à l’origine de la maladie de Lyme, est capable d’incorporer dans sa 

membrane ce cholestérol, tel quel ou transformé en cholestérol glycosylé. C’est donc à ce jour le 

seul procaryote potentiel à posséder des radeaux lipidiques comme il pourrait en exister chez les 

eucaryotes, bien que ne possédant pas de sphingolipides. En effet, le glycocholestérol ACGal 

posséderait un rôle combinant celui du cholestérol et celui des sphingolipides (LaRocca et al. 

2013).  
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4.3. Régulation des domaines 

La formation de domaines est régulée principalement par l’interaction entre lipides, lipides 

et protéines ou par leur environnement proche, tel que la matrice extracellulaire ou le 

cytosquelette (Figure 11) (Nicolson 2014). Ce contrôle peut avoir lieu sur le même feuillet, celui-

ci est alors qualifié de contrôle cis. Pour un contrôle transmembranaire, il est question de 

contrôle trans. Tous deux entraînent l’agrégation ou la ségrégation de protéines ou lipides 

formant ainsi des domaines (Nicolson 2014).  

Certains lipides interagissent préférentiellement entre eux, comme le cholestérol avec les 

sphingolipides ou les glycérophospholipides saturés. Les protéines peuvent posséder des sites de 

liaison à des lipides spécifiques ou chercher à accorder leur partie hydrophobe avec celle des 

lipides. Plus la longueur du domaine transmembranaire est longue, plus la protéine se 

positionnerait dans un domaine épais, constitué de longues chaînes acyl saturées (Diaz-Rohrer 

et al. 2014). La concordance entre les domaines hydrophobes des protéines et des lipides est 

thermodynamiquement favorable (Jensen et Mouritsen 2004). Dans le cas contraire, les 

protéines auront tendance à s’agréger ensemble (Kaiser et al. 2011).  

La diffusion des constituants de la membrane peut être contrainte par des interactions avec 

des éléments du cytoplasme comme le cytosquelette ou la matrice extracellulaire. Chez les 

plantes, les GIPCs se lient à la pectine rhamnogalacturonane II, appartenant à la paroi cellulaire  

(Voxeur et Fry 2014). Quant au cytosquelette, il semble jouer un rôle plus important dans la 

ségrégation de domaines. Une récente étude à montrer que des complexes d’actomyosine sont 

impliqués dans l’agrégation de protéines ancrées GPI sur le feuillet externe, via un contrôle trans 

(Raghupathy et al. 2015).  
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Figure 10 : Régulation des domaines membranaires par divers mécanismes : (a) des interactions préférentielles 
entre lipides, (b) un site de liaison particulier d’une protéine pour un lipide, (c) des protéines possédant des motifs 
palmitoylés, (d) accord ou désaccord de la longueur des domaines transmembranaires (TMD) des protéines avec la 
longueur des chaînes grasses lipidiques ou (e) action de l’actine via le feuillet interne (Sezgin et al. 2017) 

 

4.4. Sous la membrane, le cytosquelette 

La membrane plasmique et le cytosquelette sont intimement liés au niveau du cortex 

cellulaire, situé juste sous la membrane. En plus de participer à la ségrégation de domaines 

membranaires, le cytosquelette est impliqué en premier lieu dans de nombreuses autres 

fonctions comme le mouvement cellulaire, la division cellulaire ou le transport intracellulaire 

d’organites. Quant au cortex cellulaire, il contrôle particulièrement les déformations de la cellule 

(D. A. Fletcher et Mullins 2010).  

Le cortex cellulaire est riche en fibres d’actine ou microfilaments. Mesurant environ 7 nm 

de diamètre, les fibres d’actine se composent de deux filaments de F-actine obtenus par 

polymérisation de la G-actine. Elles peuvent adopter plusieurs types de structure comme les 

fibres de stress, filopodes ou lamellipodes, sous le contrôle de plusieurs protéines régulatrices 

appelées actin-binding proteins (ABP), notamment la myosine II. Cette dernière est indispensable 

à la fonction du cortex cellulaire, car il s’agit de l’élément principal contribuant à la tension 

corticale, qui servirait également de senseur mécanique de la matrice extracellulaire (Chugh et 

Paluch 2018). En effet, le glissement des fibres d’actine est dirigé par les filaments de myosine II, 

le complexe ainsi formé est qualifié d’actomyosine. 
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Les fibres d’actine du cortex sont reliées à la membrane par une famille de protéines appelée 

ERM (ezrine, radixine et moésine) grâce à leur liaison avec les phophoinositides PI(4,5)P2. Ce 

lipide membranaire promeut également la formation de filaments d’actine, en activant ou 

inhibant certains ABPs (Saarikangas et al. 2010). Ces dernières peuvent être détournées par les 

bactéries pathogènes pour faciliter leur entrée dans la cellule. Ainsi elles manipulent, via leurs 

effecteurs, la famille de protéines Rho GTPases impliquées dans la régulation des ABPs (Ham et 

al. 2011). 

 

 

 

II. Les vésicules géantes unilamellaires 

L’étude directe de la membrane plasmique, du fait de sa dynamique et de sa complexité, 

constitue un véritable challenge. En s’inspirant du vivant et de la capacité des phospholipides à 

s’auto-assembler en bicouche en milieu aqueux, plusieurs modèles biomimétiques ont vu le jour 

et représentent aujourd’hui des outils indispensables pour comprendre le fonctionnement et les 

propriétés de la membrane plasmique. Ils ont pour structure de base la bicouche lipidique et 

miment ainsi l’agencement des phospholipides dans la membrane plasmique, mais peuvent être 

plus complexes en intégrant des protéines. Ces modèles, créés ou adaptés en fonction de l’objet 

d’étude, permettent un contrôle sur la composition lipidique, son environnement et les 

propriétés physico-chimiques de la membrane qui en découlent. Les modèles membranaires 

biomimétiques peuvent prendre plusieurs formes : les liposomes, les monocouches, les 

bicouches planes supportées ou couplées à un support. Les liposomes représentent les modèles 

les plus simples et faciles à former. Ils ont été décrits par Alec Bangham en 1964, qui observa par 

microscopie électronique des structures d’ovolécithine formant des lamelles concentriques 

(Bangham et Horne 1964). Les liposomes peuvent posséder une ou plusieurs bicouches lipidiques 

et sont qualifiés respectivement d’unilamellaires ou de multilamellaires. Les liposomes 

unilamellaires se catégorisent selon leur diamètre : les petites vésicules (SUV pour Small 

Unilamellar Vesicle) possèdent un diamètre inférieur à 100 nm, les vésicules larges (LUV pour 

Large Unilamellar Vesicle) compris entre 100 nm et 1 µm, puis les vésicules géantes (GUV pour 

Giant Unilamellar Vesicle) au-delà de 1 µm. Quant aux liposomes multivésiculaires, ce sont des 

liposomes unilamellaires contenant d’autres liposomes unilamellaires plus petits (Figure 11). 
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Figure 11 : Classification des liposomes selon leur taille et leur lamellarité. SUV : Small Unilamellar Vesicle, LUV : 
Large Unilamellar Vesicle, GUV : Giant Unilamellar Vesicle, MLV : Multilamellar vesicle et MVV : Multivesicular vesicle 
(Stein et al. 2017) 
 

 

Les GUVs sont les modèles biomimétiques possédant les caractéristiques les plus proches 

des cellules au niveau de leur forme, de leur taille et de la courbure de la bicouche. Au-delà de 

leur taille, ces liposomes demeurent hors-norme de par la multitude de techniques pour les 

obtenir, que par la diversité des études les incluant. 

 

1. Les méthodes d’obtention des GUVs 

 
Les techniques pour former les GUVs sont basées sur les propriétés amphiphiles des 

phospholipides qui permettent la minimisation des interactions entre les chaînes hydrophobes 

et l’eau. Elles conduisent à l’auto-agencement des chaînes hydrophobes pour former un cœur 

hydrophobe, entouré des têtes polaires tournées vers le milieu aqueux. Historiquement, les 

premières GUVs ont été préparées par la technique d’hydratation douce introduite par J.P. 

Reeves et R.M. Dowben en 1969 (Reeves et Dowben 1969). L’efficacité de cette méthode a été 

améliorée au fil des décennies donnant naissance à deux nouvelles techniques : 

l’électroformation et l’hydratation douce assistée par gel. Il existe également un grand panel de 

techniques reposant sur les émulsions, qui a donné lieu au développement de systèmes 

microfluidiques. Les techniques basées sur l’hydratation et sur les émulsions vont être détaillées 

ci-dessous. Pour autant, ils existent d’autres techniques singulières (Tanasescu et al. 2018).  
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1.1. Hydratation douce 

L’hydratation douce fut la première technique utilisée pour la formation des GUVs (Reeves 

et Dowben 1969). Son principe repose sur le gonflement par hydratation de bicouches lipidiques 

successives, préalablement déposées sur une surface solide, lesquelles vont chacune à tour de 

rôle se décoller du support pour former une vésicule (Figure 12A).  

 

Figure 12 : Principe de la formation de vésicules géantes par hydratation d’un film de bicouches lipidiques. (A) 
Etapes de ce principe, A :  Préparation d’un film de lipide, B : Hydratation du film et gonflement des lamelles lipidiques 
et C-F : Décollement des lamelles de lipides formant ainsi une vésicule. (B) Image microscopique en contraste de 
phase d’un film de DOPC, montrant la morphologie d’une succession de plateaux (Hishida et al. 2005; Walde et al. 
2010) 

Lorsque la solution lipidique est déposée sur une surface solide, un empilement de 

plusieurs bicouches de lipides se créent à la surface et se caractérise visuellement par une 

succession de lamelles ( Hishida et al. 2005) (Figure 12B). Lors de l’hydratation, la pénétration de 

l’eau entre les lamelles entraîne une augmentation de l’inter-espace entre bicouches à une 

dizaine d’Å (Figure 12A-B). Cette augmentation du volume d’eau est à l’origine de fluctuations 

thermiques sur les lamelles lipidiques, qui entraînent des gênes stériques entre celles-ci, et ainsi 

leur décollement pour former des GUVs (Figure 12A : C-F). Cette dernière étape ne se produit 

pas lorsque la température de travail se situe en dessous de la Tm des lipides. Autrement dit 

lorsque les lipides sont agencés en phase gel, aucune GUV ne peut alors se former (Hishida et al. 

2008).  

La répulsion entre lamelles, indispensable pour la formation des GUVs, est plus difficile 

pour des lipides neutres ou zwitterrioniques, tels que les PC ou PE. Cependant, elle peut être 

améliorée de différentes manières. La présence de cations divalents ou l’incorporation de lipides 

chargés contribuent à créer une répulsion électrostatique des lamelles ( Akashi et al. 1998; Akashi 

et al. 1996). Dans des milieux contenant moins de 100 mM en KCl, l’incorporation de lipides 

chargés est nécessaire pour obtenir un nombre conséquent de GUVs (Akashi et al. 1996). La 
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création d’un encombrement stérique entre les bicouches lipidiques, notamment par la présence 

de PEG, facilite le détachement des bicouches entre elles (Yamashita et al. 2002). De même, la 

pression osmotique induite par l’ajout de sucres dans le tampon de travail améliore la répulsion 

entre les lamelles lipidiques (Tsumoto et al. 2009).  

L’hydratation douce est le moyen le plus simple d’obtenir des GUVs, mais c’est un 

processus lent qui nécessite des temps de l’ordre de la journée. De plus, cette technique conduit 

à la formation d’un nombre non négligeable de liposomes multilamellaires (Rodriguez et al. 

2005), même si toute agitation est exclue au risque d’amplifier leur formation (Bangham et Horne 

1964). Pour ces raisons, cette méthode est peu utilisée à l’heure actuelle. Néanmoins 

l’hydratation douce demeure la base de plusieurs techniques ayant réussi à améliorer le 

décollement des lamelles entre elles, sans modifier le milieu d’hydratation ou le mélange 

lipidique. En utilisant un rayonnement infrarouge localisé à l’aide d’une fibre optique, des GUVs 

peuvent être produites en quelques minutes même en phase gel, la température locale 

atteignant 80-90°C (Billerit et al. 2012). De même, la fréquence d’ondes mécaniques permet 

d’obtenir des rendements identiques et des temps similaires à l’électroformation (Pavlič et al. 

2011). Cette dernière technique, ainsi que l’hydratation assistée par gel, constituent des 

techniques à part entière nécessitant une maîtrise spécifique. 

 

1.2. Electroformation 

Conçue par M.I. Angelova et D.S. Dimitrov en 1986, l’électroformation s’appuie sur 

l’application d’un courant électrique qui permet d’obtenir des GUVs en quelques heures 

seulement, l’électro-osmose étant supposée en être la force motrice (Angelova et Dimitrov 

1986). Typiquement, un courant électrique alternatif est appliqué à travers une chambre remplie 

de la solution de réhydratation, contenant les surfaces conductrices avec les lipides. En général, 

les lipides sont déposés sur des lames de verre revêtues d’oxyde d’indium-étain ou sur des fils de 

platine (Figure 13). La formation du film lipidique est une étape cruciale pour obtenir une bonne 

reproductibilité dans la taille des liposomes. Pourtant, les défauts d’étalement permettraient un 

meilleur influx de l’hydratation (Stein et al. 2017).  
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Figure 13 : Illustration schématique de chambres d’électroformation, utilisant (A) des lames de verre revêtues 
d’oxyde d’indium-étain ou (B) des fils de platines, les lipides étant représentés en rouge (Stein et al. 2017). 

 
 

La méthodologie de mise en œuvre comporte généralement 3 étapes (Méléard et al. 

2009) :   

- Initiation du décollement : l’amplitude électrique suit une rampe jusqu’à une 

amplitude maximale et ce à une fréquence fixe, l’amplitude doit être suffisamment 

forte pour garder la forme sphérique  

- Croissance des GUVs (Figure 14) : l’amplitude et la fréquence restent constantes 

jusqu’à obtention de la taille souhaitée, cette étape n’est pas toujours nécessaire si la 

première étape est suffisamment longue 

- Détachement et libération des GUVs : la fréquence est réduite pour permettre la 

fermeture des vésicules et leur détachement 

 

Figure 14 : Images de GUVs pendant leur électroformation sur fil de platine (Garten et al. 2015) 

 

Les paramètres de l’électroformation : la durée, la fréquence et le champ électrique sont 

optimisés empiriquement. Une fréquence du champ électrique plus grande est nécessaire pour 

l’électroformation en milieu physiologique, afin de passer outre l’écran provoqué par la salinité 
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du milieu (Montes et al. 2007; Pott et al. 2008). La formation par électroformation de 

protéoliposomes, dont la bicouche lipidique intègre une ou des protéines membranaires, a été 

pendant très longtemps limitée, à cause de la présence de solvants organiques dans le dépôt des 

lipides qui dénature les protéines. Cet obstacle fut finalement contourné en déposant des 

suspensions aqueuses partiellement desséchées de SUVs ou LUVs, ouvrant ainsi la voie à la 

formation des premiers protéoliposomes par électroformation (Girard et al. 2004). Depuis les 

premières incorporations de bactériorhodopsines, de nombreuses autres protéines 

transmembranaires ont pu également être insérées par cette technique (Rideau et al. 2019). 

Même si l’électroformation reste la méthode la plus populaire, elle présente également 

certains inconvénients. En particulier, il n’est pas possible d’incorporer une grande quantité de 

lipides chargés (Rodriguez et al. 2005). D’autre part, l’application de protocoles 

d’électroformation, même standards, peut génèrer une catalyse de l’oxydation des lipides, en 

particulier des lipides polyinsaturés (Y. Zhou et al. 2007). La durée et le champ électrique sont 

des paramètres pouvant être à l’origine de ce phénomène (Breton et al. 2015). En revanche, il 

n’est pas connu si l’oxydation est provoquée directement par le courant alternatif, ou 

indirectement par élévation de la température. Les lipides oxydés entraînent des artefacts sur 

les propriétés membranaires et notamment sur la séparation de phases (Ayuyan et Cohen 2006). 

L’utilisation d’un support non-conducteur pour le dépôt des lipides, positionné entre les 

électrodes, a été proposée comme alternative pour diminuer le risque d’oxydation (Y. Okumura 

et al. 2007).  

 

1.3. Hydratation assistée par gel 

Datant d’une dizaine d’années seulement, la technique d’hydratation assistée par gel offre 

de nombreux avantages, notamment une simplicité au niveau du matériel, très peu de limitations 

par rapport aux lipides et aux tampons utilisés, ainsi que des temps d’obtention très rapides. Sa 

particularité est la présence d’un gel de polymère poreux sous les lipides, qui augmente la surface 

d’hydratation et facilite le réarrangement des bicouches en vésicules. Pour former cette couche 

de gel, le polymère est dissous à chaud en milieu aqueux puis déposé sur une surface de verre. 

Une fois la couche de polymère séchée par chauffage de la surface, une solution lipidique y est 

étalée puis, le solvant organique de cette solution évaporé. Une chambre d’hydratation est alors 

créée, notamment sous la forme d’un puits, pour permettre la production des GUVs seulement 

quelques dizaines de minutes après l’ajout de la solution d’hydratation.  
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La technique d’hydratation assistée par gel a été mise en œuvre la toute première fois avec 

un gel d’agarose pour obtenir des GUVs en conditions physiologiques, ainsi qu’avec des mélanges 

de lipides chargés tels que le DOPS et le POPG (Horger et al. 2009). La force ionique, favorisant 

la coalescence des vésicules pendant leur formation, permet d’obtenir des GUVs de diamètre 

plus important et en plus grand nombre (Peruzzi et al. 2016). Malheureusement la couche 

d’agarose n’étant pas imperméable, elle forme une couche hydride avec les lipides. Par 

conséquent lorsque les bicouches lipidiques se détachent, elles encapsulent une partie de 

l’agarose lors de la formation des vésicules, ce qui modifie leurs propriétés mécaniques et 

augmente leur perméabilité (Lira et al. 2014). Par la suite un autre polymère, l’alcool 

polyvinylique (PVA, pour Polyvinylic Alcohol), a permis d’obtenir la même efficacité de production 

qu’avec l’agarose sans s’intégrer aux GUVs formées, évitant ainsi toute contamination 

(Weinberger et al. 2013).  

Néanmoins, une récente étude a mis en évidence une différence des propriétés 

mécaniques entre des GUVs préparées par électroformation et celles préparées par hydratation 

assistée par PVA. En parallèle, la présence de PVA dans le milieu d’hydratation a été détectée, ce 

qui serait à l’origine notamment d’une réduction du coefficient de diffusion, et d’une perte 

d’élasticité lors de l’étirement de la membrane (Dao et al. 2017). En définitive, la contamination 

des GUVs par le polymère s’avère être le défaut majeur de cette technique. 

Par conséquent, une nouvelle génération de gels de polymère émerge actuellement, cette 

fois-ci les gels sont liés de manière covalente au support pour éviter leur dissolution dans le 

milieu (López Mora et al. 2014; Movsesian et al. 2018). De plus, leurs caractéristiques 

structurales deviennent un enjeu pour contrôler le diamètre des vésicules avec le minimum de 

polydispersité (Figure 15). Par exemple, la sélection de la densité de réticulation sur un hydrogel 

de dextran(éthylène glycol) (DexPEG) permet de cibler spécifiquement un ordre de grandeur de 

taille des GUVs (López Mora et al. 2014). D’autre part, leurs propriétés physico-chimiques ont un 

impact direct sur le rendement d’obtention des GUVs. En diminuant les interactions attractives 

entre l’hydrogel et les bicouches lipidiques, il est possible d’augmenter la quantité de liposomes 

obtenus (Mora et al. 2017; Movsesian et al. 2018).  
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Figure 15 : Modulation de la microstructure de l’hydrogel DexPEG par variation (A) du degré de réticulation du 
monomère PEG ou (B) du degré de substitution du monomère Dex (Adaptée de(Mora et al. 2017))  

 

Deux méthodes ont été utilisées à ce jour pour former des protéoliposomes par 

hydratation assistée par gel. Le premier exemple repose sur l’ajout de protéines 

transmembranaires : les aquaporines et des récepteurs à la sérotonine, dans l’agarose fondu 

(Gutierrez et Malmstadt 2014; Hansen et al. 2013). Puis de manière similaire à l’électroformation, 

l’incorporation de glycoprotéines P, impliquées dans le transport transmembranaire de manière 

dépendante à l’ATP, a été réalisée à partir de petits protéoliposomes déposés et séchés sur de 

l’agarose (Horger et al. 2015).  

 

1.4. Méthodes à base d’émulsion et leur développement en systèmes 

microfluidiques 

Les GUVs peuvent également être obtenues par une diversité de techniques reposant sur 

l’utilisation d’émulsions simples ou parfois multiples. Sachant que les phospholipides se placent 

à l’interface entre un milieu aqueux et un milieu huileux de par leur propriété amphiphile, le 

maniement de ces milieux multiphasiques permet de les orienter, de les déplacer et finalement 

de les réunir pour former des vésicules géantes. Dans la plupart des cas, ces méthodes sont 

adaptées pour être utilisées en microfluidique. La microfluidique est, en effet, basée sur la 

création de plateformes miniaturisées impliquant des micro-puces ou des capillaires fins pour 

manipuler des volumes de fluide très petits (Yusuke Sato et Takinoue 2019). Par la suite, les 

principales méthodes basées sur les émulsions vont être présentées, à savoir : 

- le transfert d’émulsion,  

- la double émulsion, 
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- la propulsion sur bicouche plane. 

Une première méthode, appelée transfert d’émulsion E/H, consiste à préparer d’un côté 

une émulsion E/H (Eau dans Huile) stabilisée par une monocouche de phospholipides, présentant 

leurs chaînes grasses vers l’extérieur. D’un autre côté, un système biphasique d’eau et d’huile est 

préparé, dont l’interface est saturée en phospholipides. L’huile étant plus légère que l’eau, la 

monocouche expose les queues hydrophobes des lipides vers le haut. Par conséquent, lorsque 

l’émulsion E/H est versée sur le système biphasique et traverse l’interface par gravité, les deux 

monocouches se réunissent pour ne former plus qu’une seule et même bicouche, sachant que 

les GUVs ont la taille de l’émulsion formée au préalable (Figure 16A) (Pautot et al. 2003a). Un des 

grands avantages de cette technique est que les monocouches peuvent être de composition 

différente, pour créer des GUVs dont la bicouche lipidique est asymétrique (Pautot et al. 2003b). 

Par la suite, cette méthode a été déclinée dans des systèmes microfluidiques, notamment en un 

système horizontal triphasique composé respectivement de l’intérieur vers l’extérieur de 

strates : de décane, d’une huile de densité intermédiaire comportant les lipides en suspension et 

à l’interface avec la dernière phase aqueuse (Figure 16B). Une goutte d’eau est injectée par 

capillaire dans la première phase de décane et est transférée par force centrifuge à l’extrémité 

du système, où les GUVs sont récupérées (Abkarian et al. 2011). En outre, les systèmes 

microfluidiques peuvent intégrer des compartiments conçus pour piéger et isoler un à un des 

objets de tailles micrométriques, comme les GUVs. Habituellement, ils permettent de réaliser 

des études à l’échelle individuelle, dites single cell. De manière originale, ce piégeage a été 

utilisée pour assembler des liposomes géants couche par couche, de composition identique ou 

différente (Figure 16C). Après la capture d’une émulsion E/H stabilisée par des phospholipides, 

celle-ci est exposée à une alternance d’huile contenant les phospholipides de la couche suivante 

et d’eau pour provoquer le réarrangement en bicouche des phospholipides fraîchement 

apportés, jusqu’à atteindre le nombre de couches souhaité (Matosevic et Paegel 2013). 
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Figure 16 : Méthode de transfert d’émulsion E/H. (A) Principe de la méthode de transfert d’émulsion E/H (Pautot et 
al. 2003b), (B) adapté en système microfluidique pour la production à haut débit de GUVs par force centrifuge à une 
vitesse de rotation angulaire ω, où EAS signifie : Encapsulated aqueous solution, LOS : Lipid-in-oil solution et DAS : 
Dispersing aqueous solution (Abkarian et al. 2011). (C) Assemblage couche par couche d’une émulsion E/H capturée 
dans un système microfluidique alternant entre huile contenant les lipides et eau pour l’assemblage des lipides 
(Matosevic et Paegel 2013).  

 

La méthode de double émulsion repose, elle, sur la combinaison d’un solvant non miscible 

avec l’eau comportant les phospholipides et d’une phase aqueuse, cette dernière étant la future 

solution interne des vésicules. Ce flux est ensuite dirigé vers un milieu aqueux final conduisant à 

la formation d’une émulsion E/H/E (Eau dans Huile dans Eau) grâce au positionnement des lipides 

aux 2 interfaces qui, lors de l’élimination du solvant, se rejoignent pour former une bicouche 

(Figure 17A) (Shum et al. 2008). L’inconvénient de cette méthode, et de manière générale des 

techniques basées sur les émulsions, reste la présence résiduelle d’huile ou de solvant à 

l’intérieur des bicouches. Cette contamination impacte les propriétés mécaniques des GUVs et 

empêche notamment la séparation de phases. Des procédés plus propres ont donc été 

développés. Une première piste a été de modifier les systèmes microfluidiques, pour tirer parti 

de l’affinité des solvants pour les capillaires, ce qui permet d’obtenir une couche plus fine de 

solvant emprisonné (Figure 17B). Dans ce nouveau système, une combinaison de deux solvants 

a été choisie, le chloroforme pour sa facilité à s’évaporer et l’hexane, un solvant non adapté pour 

la solubilisation des lipides. Tandis que le chloroforme s’évapore spontanément, les 

monocouches se rassemblent et chassent l’hexane dans une petite poche hydrophobe, qui une 

fois évaporée donne lieu à des GUVs suffisamment propres, pour présenter des séparations de 

phases (Arriaga et al. 2014). Une autre étude, quant à elle, a remplacé cette combinaison de 

solvants organiques par du 1-octanol, car ce dernier s’élimine naturellement de la double 

émulsion (Figure 17C) (Deshpande et al. 2016; Deshpande et Dekker 2018). Sur le même principe, 
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le transfert d’une émulsion E/H préparée avec de l’acide oléique dans un mélange éthanol/eau 

entraîne la dissolution de l’acide oléique dans l’éthanol, forçant les lipides restants à s’organiser 

sur la monocouche pour former des GUVs (Y.-C. Tan et al. 2006). 

 

Figure 17 : Méthode de la double émulsion en microfluidique. (A) Formation d’une émulsion E/H/E, puis évolution 
schématique vers les GUVs après élimination de l’huile (Shum et al. 2008). (B) Réduction de la proportion d’huile dans 
l’émulsion E/H/E par modification du système microfluidique (Arriaga et al. 2014). (C) Utilisation de l’octanol comme 
huile pour la production de GUVs plus propres (Deshpande et al. 2016). 

  

Pour finir, la méthode de propulsion consiste à déformer une bicouche plane pouvant être 

asymétrique pour obtenir une vésicule. Un jet pulsé d’eau à une pression 60 kPa est envoyé sur 

une bicouche plane, dont la déformation va entraîner la fermeture de la vésicule (Figure 18A) 

(Funakoshi et al. 2007). Pour produire une grande quantité de GUVs (une centaine par minute), 

des bicouches planes sont formées à des jonctions T entre une piste centrale et de nombreuses 

chambres annexes situées sous celle-ci. Des bulles générées par un laser infrarouge provoquent 

un mouvement de fluide dans chaque chambre vers la piste centrale emportant la bicouche au 

passage. Les forces de cisaillement générées par le flux et les obstacles de la piste central vont 

alors conduire à la formation d’une vésicule (Figure 18B) (Ota et al. 2009). Pour réduire la 

présence d’huile résiduelle, une étude utilise de manière élégante l’instabilité de Plateau-

Rayleigh. Ce phénomène est visible lors de l’écoulement au goutte à goutte d’un robinet d’eau. 

En effet, les cylindres de fluide sont instables et conduisent à la formation de gouttelettes, pour 

diminuer leur tension superficielle. Lors de cette étude, le tube de lipides est obtenu par 
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déformation d’une bicouche à l’aide d’une buse. Puis l’instabilité de Plateau-Rayleigh accentuée 

par une répartition non homogène de l’huile va entraîner la rupture du tube en deux populations 

de GUVs : de larges GUVs contenant une grande quantité d’huile et de GUVs plus petites avec 

très peu d’huile (Figure 18C). Ces dernières ont été utilisées pour des études sur la dynamique 

du flip-flop de PS (Kamiya et al. 2016). 

 

Figure 18 : Méthode de propulsion en système microfluidique. Déformation d’une bicouche lipidique plane, (A) 
brutale par jet pulsé ou (B) doux par déplacement de fluide, pour provoquer sa fermeture (Funakoshi et al. 2007; Ota 
et al. 2009). (C) Formation et déformation d’un nanotube de lipides en GUVs contenant très peu d’huile (Kamiya et 
al. 2016). 

 

Les dispositifs microfluidiques offrent de nombreux avantages : la production de GUVs à 

haut débit avec des tailles contrôlées, des taux d’encapsulation de molécules d’intérêt élevés et 

une meilleure accessibilité à la création de membrane asymétrique. Par ailleurs, l’incorporation 

de protéines est également possible grâce à l’injection de protéoliposomes par pico-injection 

(Figure 19). Il s’agit d’une injection séquentielle grâce à l’activation d’une électrode, qui 

déstabilise les surfactants présents à l’interface pour laisser place à l’injection (Abate et al. 2010; 

Weiss et al. 2018). Au final, les systèmes microfluidiques nécessitent du matériel sophistiqué, 

moins accessible en laboratoire. De plus, même si de nombreux efforts ont été réalisés dans 

certains protocoles pour éliminer complètement les traces de solvant ou d’huile, les surfactants 

ou polymères utilisés pour contrôler l’écoulement des fluides dans ces systèmes miniaturisés 

restent des contaminants toujours présents.  
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Figure 19 : Fonctionnement de la pico-injection en système microfluidique (Abate et al. 2010). 

 

2. Application des GUVs pour étudier la membrane plasmique  

2.1. Modèle membranaire biomimétique incontournable 

Les GUVs, composées de phospholipides, peuvent être complexifiées en incorporant des 

protéines membranaires ou en recréant des structures cytosquelettiques à l’intérieur de celles-

ci (Mulla et al. 2018). De même, des vésicules géantes peuvent être reconstituées à partir 

d’extraits de membranes cellulaires (Montes et al. 2007). Elles exposent ainsi toute la diversité 

lipidique et protéique de la membrane plasmique, mais ne sont en aucun cas une copie conforme 

à ce qu’elles étaient avant extraction. Les résultats obtenus avec ces dernières sont souvent plus 

compliqués à exploiter, notamment à cause de l’absence de contrôle de leur composition. En 

revanche, cette diversité entraîne des séparations de phases lipidiques, dont les caractéristiques 

physiques sont plus pertinentes qu’avec des compositions simples, constituées de quelques 

lipides seulement (I. Levental et Veatch 2016).  

Les GUVs sont des plateformes permettant d’étudier les propriétés mécaniques de la 

membrane, la courbure et les phénomènes de déformation membranaire (fusion, fission, 

invagination, bourgeonnement, …) ou encore la séparation des phases lipidiques (Dimova 2019). 

Même si les phases formées in vitro mesurent quelques micromètres contre, putativement, 

quelques nanomètres sur la membrane plasmique, elles offrent l’avantage d’être visibles par 

microscopie et donc d’observer les phénomènes de ségrégation protéique. En effet, certaines 

protéines se localisent préférentiellement en phase désordonnée comme le récepteur à la 

sérotine, alors que d’autres comme l’aquaporine résident en phase ordonnée (Figure 20B) 

(Gutierrez et Malmstadt 2014; Hansen et al. 2013). Par ailleurs, la courbure peut également être 

impliquée dans la séparation protéique. A titre d’exemple, la préférence de la protéine IRSp53 

par le biais de son domaine I-BAR pour une courbure négative a été démontrée grâce à la 

manipulation de GUVs par micropipette. Ce résultat a permis de mieux comprendre le rôle de 
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cette protéine dans la formation de filopodes, qui sont des extensions fines du cytoplasme 

impliquées notamment dans la migration cellulaire (Figure 20A) (Prévost et al. 2015). De manière 

plus précise, l’aspiration par micropipette consiste dans un premier temps à immobiliser une 

GUV, puis d’en extraire un nanotube de lipides, présentant une forte courbure, grâce à la 

manipulation d’une bille par pinces optiques. Un autre exemple, est l’application des GUVs à la 

compréhension du mécanisme de clustering des Shiga-toxines sur la membrane, toxines 

produites entre autres par les souches d’EHEC. En étudiant l’impact de l’augmentation de la 

tension de surface de la membrane induite par aspiration, il a été prouvé que la tension de ligne, 

survenant lors de la présence de lipides avec des longueurs différentes de chaîne hydrophobe, 

n’est pas à l’origine du regroupement des Shiga-toxines entre elles sur la membrane. En réalité, 

ce sont fluctuations thermiques de la membrane qui guident ce rassemblement (Pezeshkian et 

al. 2017). En plus de l’interaction avec des toxines, protéines ou peptides, l’interaction de la 

membrane avec des cellules entières, notamment des pathogènes peut directement être 

étudiée. L’invasion de Pseudomonas aeruginosa à l’intérieur d’une GUV en présence de 

globotriaosylcéramide (Gb3) a été visualisée de manière indépendante à la polymérisation 

d’actine (Figure 20C). Ce mécanisme d’entrée de type zipper, passe par l’induction d’une 

courbure négative lors de l’interaction entre la lectine galactophilique, protéine située à la 

surface de la bactérie, et le résidu sucre du Gb3 (Eierhoff et al. 2014).  

 

 

Figure 20 : Utilisation des GUVs comme membrane biomimétique dans un large panel d’études. (A) Présence de la 
protéine IRSp53 (vert) sur la membrane à l’intérieur du nanotube (violet), démontrant une préférence pour la 
courbure négative (C < 0) (Prévost et al. 2015). (B) Co-localisation des domaines liquides désordonnés (vert) et des 
récepteurs à la sérotine (rouge) (Gutierrez et Malmstadt 2014). (C) Entrée de Pseudomonas aeruginosa (vert) dans 
une GUV en présence de Gb3 (rouge) (Eierhoff et al. 2014). 
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2.2. Châssis cellulaire commun pour la biologie de synthèse 

La biologie synthétique vise à reproduire des fonctions biologiques, voire concevoir de 

nouveaux systèmes biologiques. Une des deux approches en biologie synthétique, appelée 

bottom-up, consiste à construire à partir de plusieurs briques élémentaires une cellule artificielle 

ayant une ou plusieurs fonctions basiques. Dans cette approche, les GUVs constituent une 

enveloppe privilégiée, la compartimentation étant une des caractéristiques vitales du vivant. En 

encapsulant un système d’expression de gènes à l’intérieur de GUVs, la molécule fluorescente 

GFP a pu être produite durant 4 jours, durée limitée par la quantité d’ATP disponible dans le 

milieu externe, accessible grâce à la présence de pores formées par α-hémolysine (α-HL), 

produite in situ comme la GFP (Noireaux et Libchaber 2004). La génération d’énergie, illustrée 

par cet exemple, est une fonction indispensable pour la conservation du vivant, au même titre 

que la division cellulaire, la motilité ou encore l’échange d’informations (Yewdall et al. 2018). 

Récemment des organites synthétiques, composés de deux photoconvertisseurs d’origines 

différentes et une synthase d’ATP, ont été créés pour apporter l’ATP nécessaire par 

photosynthèse. Au final, en fonction de la nature de la lumière appliquée, la production de force 

protonique motrice est plus ou moins facilitée, permettant ainsi de moduler l’apport d’ATP pour 

la polymérisation de l’actine à l’intérieur de GUVs (Figure 21A )(K. Y. Lee et al. 2018).  

 

Figure 21 : Les GUVs en biologie synthétique. (A) Polymérisation d’actine à l’intérieur de GUVs grâce à la présence 
d’organites photosynthétiques producteurs d’ATP (K. Y. Lee et al. 2018). (B) Biocapteur de lactate : (a) Système 
microfluidique pour l’encapsulation dans les GUVs d’E. coli modifiée de manière à créer de la fluorescence en présence 
de lactate (b) Récapitulatif du fonctionnement du biocapteur (Trantidou et al. 2018) 
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Ces constructions permettent de mieux comprendre le fonctionnement du vivant, 

néanmoins elles répondent également à des besoins industriels, en particulier des applications 

de biocapteur. Un biocapteur de lactate a été créé en encapsulant des E. coli modifiées, de 

manière à exprimer de la GFP en présence de lactate, dans des GUVs (Figure 21B). De cette façon, 

les cellules sont isolées du milieu extérieur permettant d’optimiser plus facilement les conditions 

in situ. L’accès au lactate à l’intérieur des GUVs se fait grâce à des pores formés par α-HL. Au final, 

l’encapsulation de cellules permet d’obtenir une réponse linéaire à une concentration 12 fois 

plus élevée, en comparaison à l’enzyme seule dans les GUVs (Trantidou et al. 2018). Ce travail 

démontre la difficulté de reproduire avec la même efficacité une fonction biologique, juste en 

assemblant plusieurs éléments non vivants. La synergie entre l’approche du bottom-up et cette 

deuxième approche en biologie synthétique, appelée top-down consistant à utiliser des systèmes 

biologiques modifiés et simplifiés, multiplie ainsi la capacité des fonctions biologiques créées.  

 

 

III. L’adhésion bactérienne, un processus clé de la virulence des 

pathogènes 

L’adhésion est l’une des premières étapes dans le processus d’infection de l’hôte. Il s’agit 

d’un pré-requis pour déployer d’autres facteurs de virulence, impliqués aussi bien dans la 

colonisation, que dans l’invasion bactérienne (Stones et Krachler 2016). En particulier, une 

adhésion suffisamment forte est nécessaire pour activer la translocation d’effecteurs dans la 

cellule hôte, par le biais de l’appareil de sécrétion de type III (T3SS) (Schlumberger et al. 2005). 

Une rupture précoce de cet attachement peut compromettre l’efficacité des effecteurs, car ceux-

ci sont injectés dans un ordre bien précis (Winnen et al. 2008). D’autant plus que certaines 

toxines participent au renforcement du contact hôte/pathogène, en déclenchant la présentation 

d’autres récepteurs sur la surface de l’hôte (X. Wang et al. 2012). Pour prévenir l’adhésion de 

bactéries pathogènes, l’organisme en plus de son système immunitaire dispose de divers 

mécanismes, tels que le débit d’urine dans les voies urinaires, ou encore l’élimination de la 

couche supérieure du mucus des cellules épithéliales (Asadi et al. 2019). De leur côté, les 

bactéries possèdent un arsenal d’adhésines diversifiées, leur permettant aussi bien d’approcher 

une surface éloignée, que de sceller durablement un contact.  
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1. Les adhésines 

Les adhésines sont des macromolécules impliquées dans l’adhésion, allant de la simple 

protéine à des organites à part entière, monomériques ou polymériques (Kline et al. 2009).  

 

1.1. Pili « chaperone-usher » 

Les pili « chaperone-usher » (CU) sont les pili les mieux caractérisés et sont exclusivement 

répandus chez les bactéries Gram-négatif (Zav’yalov et al. 2010). Leur implication dans les 

infections des voies urinaires par UPEC a été très étudiée (McLellan et Hunstad 2016). En effet, 

UPEC possède d’une part le P-pilus qui cible les reins, et d’autre part le pilus de type I, présent 

également chez d’autres bactéries, qui permet l’adhésion au niveau de la vessie (Jorgensen et 

Seed 2012). Ces pili, modèles de référence pour les pili CU, possèdent une architecture constituée 

de deux parties : une tige hélicoïdale rigide mesurant 7-8 nm d’épaisseur à la base de la surface, 

qui se succède par une fibre flexible de 1-2 nm de diamètre, dont l’extrémité est recouverte de 

l’unique unité d’adhésine (Figure 22). L’adhésine du P-pilus, PapG, se lie aux motifs (1-4)-α-D-

galactopyranoside des globosides, dont les voies urinaires supérieures sont enrichies, donnant 

lieu au tropisme tissulaire d’UPEC (Leffler et Svanborg-Edén 1981; Källenius et al. 1981). Quant à 

FimH, l’adhésine du pilus de type I, son récepteur est le mannose. En général, les CU pili mesurent 

entre 1 et 3 µm, la partie distale chez les P-pili étant plus longue et donc plus flexible, par rapport 

aux pili de type I. Cependant, tous les pili CU n’ont pas nécessairement une architecture hydride 

comme leurs pili modèles. En effet, ils peuvent être constitués seulement de la tige hélicoïdale 

quaternaire rigide ou de la fibre flexible, dans ce dernier cas ils sont qualifiés d’« afrimbrial » 

(Werneburg et Thanassi 2018). En outre, les pili peuvent être homopolymérique et ainsi exposés 

plusieurs unités d’adhésine, leur permettant d’être polyadhésifs. Pour exemple, parmi les pili 

Dr/Afa, l’afimbrial pili Afa possède plusieurs fois l’adhésine AfaE ayant elle-même deux sites 

distincts de liaison, relatifs soit à la protéine membranaire CD55 ou aussi appelé facteur 

accélérant le déclin (DAF, pour decay accelerating factor), soit aux membres de la famille des 

antigènes carcino-embryonique (CEACAMS) (Servin 2014).  
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Figure 22 : Architecture des prototypes des CU pili. A gauche, le pilus de type 1 et à droite, le P-pilus. OM : outer 
membrane, PG : peptidoglycan, IM : inner membrane (Hospenthal et al. 2017) 

 

Même s’il existe une hétérogénéité au niveau de leur structure, tous les pili CU possèdent 

le même mécanisme d’assemblage, donnant lieu à leur nom « chaperonne-usher ». Tout d’abord, 

les sous-unités du pilus, appelées pilines, traversent la membrane plasmique par le biais du 

système de sécrétion, en utilisant le translocon SecYEG (Stathopoulos et al. 2000). L’adhésine, 

quant à elle, se décompose en une unité piline et une unité lectine, qui possède une forte affinité 

pour les sucres. Une fois dans le périplasme, les pilines sont interceptées par une chaperonne, 

d’une part pour les protéger contre une éventuelle dégradation, et d’autre part pour les 

transporter jusqu’à un complexe protéique situé sur la membrane externe, appelé usher, où a 

lieu l’assemblage du pilus. Le usher possède des domaines périplasmiques : un domaine N-

terminal (NTD) et 2 domaines C-terminal (CTDs), mais également une partie transmembranaire 

formant un pore dans la membrane, qui est obstrué dans un premier temps par une partie 

appelée plug. La liaison du usher avec le complexe adhésine-chaperonne déclenche l’assemblage 

du pilus, en déplaçant le plug qui libère l’ouverture du pore. Ce complexe est ensuite transféré 

du NTD aux CTDs. Puis, le complexe suivant piline-chaperonne interagit avec NTD, puis 

l’extension N-terminale de la piline se positionne dans la fente hydrophobe occupée par la 
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chaperonne de l’adhésine, permettant sa libération (Remaut et al. 2006). Puis, le complexe piline-

chaperonne est transféré aux CTDs et entraîne l’extrusion de l’adhésine vers l’extérieur de la 

membrane externe. De la même manière, le complexe suivant piline-chaperonne suit ce 

mécanisme (Hospenthal et al. 2017).  

 

1.2. Pili type IV (T4P) 

Les pili de type IV sont aussi bien présents chez les bactéries Gram-négatif que positif 

(Melville et Craig 2013). Il s’agit d’un homodimère, représenté pour Pseudomonas aeruginosa 

par une piline majeure, PilA et de quelques autres pilines à l’extrémité dont l’adhésine, PilY1 

(Heiniger et al. 2010; Nguyen et al. 2015). Contrairement aux pili CU, le pilus de type IV 

s’assemble au niveau de la membrane plasmique et se désassemble aussi (Wolfgang et al. 2000). 

Ce phénomène est à l’origine de la motilité twitching, qui se produit lorsque le pilus s’accroît et 

se lie à une surface, puis en se rétractant, le pilus entraîne avec lui la bactérie (Gibiansky et al. 

2010). 

 

  

Figure 23 : Architecture du pilus de type IV. OM : outer membrane, PG : peptidoglycan, IM : inner membrane (Craig 
et al. 2019) 
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Le mécanisme d’assemblage des pili de type IV n’est pas encore complètement élucidé. De 

manière générale, des pré-pilines sont transférées sur la membrane cytoplasmique par le 

système de sécrétion, puis la séquence signal en N-terminale exposée dans le cytoplasme, est 

enlevée par une peptidase, de manière à obtenir des pilines matures avec un N-terminal méthylé. 

Quant à la machinerie d’assemblage du pilus, elle est constituée d’une ATPase cytoplasmique, 

l’ATPase d’assemblage ou l’ATPase de désassemblage, et d’un cœur protéique en contact avec 

l’ATPase et aussi le pilus naissant, par le biais de ses hélices transmembranaires (Figure 23). Lors 

de l’hydrolyse d’ATP, l’ATPase subit des changements de conformation, qui induisent 

l’incorporation de pilines au niveau des hélices transmembranaires. Des mécanismes de rotation 

ou de compression de la plateforme protéique sont actuellement proposés pour expliquer 

l’assemblage du pili (Craig et al. 2019). 

 

 

1.3. Pili assemblés par sortase 

Les pili assemblés par sortase existent exclusivement chez les bactéries Gram-positif et ont 

la particularité d’avoir les sous-unités reliées entre elles par des liaisons covalentes. Le modèle 

de biogenèse s’appuie sur celui de Corynebacterium diphtheriae, comprenant une phase 

d’assemblage et une phase d’ancrage (Figure 24). La formation du pilus est orchestrée par des 

enzymes, appelés sortases, qui clivent au niveau du motif LPXTG du pilus, entre la liaison 

thréonine-glycine. Les sortases de classe C ou sortases piline peuvent également relier les pilines 

entre elles par une liaison isopeptide, qui correspond à la liaison amide formée entre l’extrémité 

précédemment clivée et un résidu lysine sur l’autre piline. La phase d’ancrage, quant à elle, se 

caractérise par l’attachement covalent de l’assemblage des pilines entre elles sur la paroi 

cellulaire de la bactérie. Pour cette étape, une sortage de classe A ou sortage housekeeping relie 

le pilus sur la lysine du cross-peptide pentaglycine du lipide II, qui est le précurseur du 

peptidoglycane (Khare et Narayana 2017). Chez Corynebacterium diphtheriae, trois pilines sont 

présentes : la principale piline SpaA, SpaB présente à la base et de manière intermittente le long 

du pilus et SpaC située à l’extrémité. Le mécanisme d’assemblage varie d’une espèce à l’autre, 

par exemple chez Streptococcus pneumoniae la piline majeure n’est pas intercalée avec une 

piline mineure. 
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Figure 24 : Assemblage du pilus par sortase chez Corynebacterium diphtheriae (Reardon-Robinson et Ton-That 
2014) 

 

1.4. Fibres amyloïdes et curli 

Les fibres amyloïdes se forment par nucléation de mêmes protéines sur elles-mêmes 

uniquement lorsque celles-ci sont en état amyloïde, qui correspond à un repliement protéique 

favorisant les interactions intermoléculaires plutôt qu’intramoléculaires. Ces structures sont 

toxiques chez les mammifères, où leur production est associée à un mauvais repliement. En 

revanche chez les bactéries, elles sont fonctionnelles et sont impliquées entre autres, dans 

l’adhésion et comme élément structural des biofilms (Van Gerven et al. 2018). Le curli est la fibre 

amyloïde la plus étudiée et présente uniquement chez les bactéries Gram-négatif, plus 

particulièrement chez les entérobactéries et les bactéries environnementales. En utilisant la 

spectroscopie de force à molécule unique (SMFS, single molecule force spectroscopy) par 

microscopie de force atomique, il a été démontré que le curli et la fibronectine forme de 

multiples liaisons entraînant une adhésion quasi-irréversible (Oh et al. 2016). 

Le curli est constitué de deux sous-unités : CsgA majoritaire et CsgB minoritaire (Figure 25). 

CsgA est tout d’abord amenée dans le périplasme grâce au translocon SecYEG, puis se lie à sa 

chaperonne CsgE. Pour éviter la formation de fibres amyloïdes dans le périplasme qui est toxique 

pour la bactérie, CsgF s’associe également avec CsgA. Le complexe CsgA-CsgE est ensuite 

transporté jusqu’au conduit de translocation formé par CsgG, puis vers le milieu extracellulaire 

sous sa forme repliée. Comme CsgE et CsgG peuvent former un complexe réversible, il est 

suggéré que CsgE alterne entre un rôle de chaperonne sous sa forme périplasmique et un rôle 

dans la translocation lorsqu’elle se lie sur CsgG. A l’extérieur de la bactérie, CsgA a besoin du 
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nucléateur CsgB pour générer des fibres amyloïdes. Cependant, l’action de CsgB ne peut se faire 

sans la présence de CsgF, dont le rôle précis n’a pas encore été élucidé. De plus, il n’est pas encore 

connu à l’heure actuelle si la nucléation a lieu sur la membrane ou sur le curli naissant (Bhoite et 

al. 2019).  

 

Figure 25 : Mécanisme d’assemblage du curli. OM : outer membrane, IM : inner membrane (Bhoite et al. 2019) 

 

1.5. Protéines de la membrane externe 

Il existe une multitude de protéines membranaires bactériennes responsables de 

l’adhésion. Parmi elles, les protéines se liant à la fibronectine, une glycoprotéine retrouvée 

majoritairement dans la matrice extracellulaire. L’intérêt de cibler la fibronectine est de rentrer 

en contact indirectement avec les intégrines α5β1, et par ce biais manipuler l’hôte, notamment 

pour favoriser l’internalisation par réarrangement du cytosquelette. Staphylococcus aureus 

expose sur sa surface cellulaire des protéines se liant à la fibronectine appelées, FnBPA et FnBPB 

(Foster 2016; Hymes et Klaenhammer 2016). Celles-ci possèdent entre 10 et 11 domaines de 

liaison à la fibronectine, en réalité entre 5 et 6 domaines établissent une liaison (Bingham et al. 

2008). Ces domaines sont désordonnés jusqu‘à leur liaison de forte affinité sur la fibronectine, 
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qui entraîne un changement de conformation en feuillet β anti-parallèle en tandem avec les 

modules de fibronectine (Meenan et al. 2007). 

Les lectines sont aussi bien retrouvées comme adhésine des pili, que sous forme soluble 

comme LecA produite chez Pseudomonas aeruginosa. LecA appelée aussi PA-I est un complexe 

homotétramérique, dont l’une des extrémités par le biais de deux sites adjacents se lie sur la 

membrane externe de la bactérie, permettant d’exposer les deux autres sites adjacents, situés à 

l’extrémité opposée du complexe, vers l’environnement extérieur. Elle possède une forte affinité 

avec Gb3, qui permettrait l’invasion de Pseudomonas aeruginosa (Eierhoff et al. 2014). 

Cependant une fois cette liaison établie, d’autres glycolipides contenant en particulier les motifs 

β-galactose (Galβ) ou N-acetylgalactosamine (GalNAc) se lient sur ce site libre adjacent, par 

mécanisme de réduction de dimensionnalité (RD, pour Reduction of Dimensionality). Même si 

l’affinité de LecA est faible, cette liaison permet de renforcer l’adhésion (Worstell et al. 2018). 

Les autotransporteurs, correspondant aux protéines du système de sécrétion de type V, se 

composent d’un domaine α, appelé passager, qui est transporté au travers de la membrane 

externe à l’aide d’un domaine tonneau β, inséré dans cette dernière. Ce système ne nécessite 

aucune source d’énergie pour le transport, d’où le nom d’autotransporteur, cependant certains 

facteurs restent nécessaires à la sécrétion (Kang’ethe et Bernstein 2013). Les autotransporteurs, 

qui se divisent en 6 sous-classes, ont des fonctions variables en particulier dans le signal, la 

virulence et l’adhésion (Figure 26) (Meuskens et al. 2019). Un des plus connus est l’intimine, de 

sous-classe Ve et présent chez EHEC ou Escherichia coli entéropathogénique (EPEC). Celui-ci est 

sécrété lors de l’activation du locus de pathogénicité LEE (Locus of Enterocyte Effacement), en 

même temps que son récepteur Tir (Translocated Intimin Receptor), injecté grâce au système de 

sécrétion de type III dans l’hôte. Une fois présent à sa surface cellulaire, il permet une adhésion 

de forte affinité avec la bactérie (Battle et al. 2014). EtpA, un autotransporteur de sous-classe Vb 

présent chez Escherichia coli entérotoxigénique, est quant à lui sécrété et libéré dans le milieu 

extracellulaire. De manière surprenante, il guide le flagelle sur les cellules épithéliales du colon, 

en se liant à son extrémité sur les domaines conservés de la flagelline, la protéine la plus 

abondante du flagelle (Roy et al. 2009). EtpA interagit ensuite avec les mucines 

transmembranaires MUC3, dont l’accès est rendu possible grâce à la sécrétion d’enzymes qui 

dégradent la couche de mucines MUC2 (Luo et al. 2014; Kumar et al. 2016; 2014). 
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Figure 26 : Schéma des sous-classes du système de sécrétion de type V. Les tonneaux β sont en bleus, les linkers en 
vert et les passagers en orange. N et C indiquent les positions N- et C- termini (Meuskens et al. 2019) 

 

Une catégorie plus récente de protéines de la membrane externe impliquée dans 

l’adhésion bactérienne, sont les molécules d’adhésion multivalent (MAM) 6 ou 7. Elles ont été 

décrites tout d’abord chez Vibrio parahaemolyticus, puis chez d’autres bactéries Gram-négatif, 

dont plus récemment Shigella sonnei (Mahmoud et al. 2016; Krachler et al. 2011). MAM7 se lie 

sur la fibronectine et avec plus d’affinité sur l’acide phosphatidique, ou les deux simultanément 

(Krachler et Orth 2011). MAM7 possède 7 unités du domaine mce (mammalian cell entry), 

présent chez les bactéries Gram-négatif, Gram-positif et les Mycobacteria, chez lesquelles il a été 

identifié pour la première fois. Son nom provient donc du gène mce1A, car celui-ci est impliqué 

dans l’adhésion et l’entrée de Mycobacteria (Chitale et al. 2001; Arruda et al. 1993). En outre, 

YebT, un orthologue de MAM7 chez Escherichia coli, peut également transporter les lipides entre 

la membrane interne et la membrane externe (Ekiert et al. 2017; Isom et al. 2017). 

 

1.6. Flagelle 

Le flagelle, un organite majeur chez les bactéries, sert en premier lieu à la motilité et au 

chemosensing. Cette structure permet donc à la bactérie d’évoluer vers des niches favorables 

(Chaban et al. 2015). Cependant son rôle ne s’arrête pas là, puisque sa présence améliore 

l’adhésion bactérienne sur de nombreux tissus animaux ou végétaux (Figure 27) (Rossez et al. 

2015). Dans la littérature, l’interaction du flagelle avec les lipides de la membrane de l’hôte a été 

bien documentée (Rossi et al. 2019). Le flagelle de Salmonella enterica serovar Typhimurium 

possède une affinité pour le cholestérol présent à la surface de billes, contrairement aux pili de 

type I, qui gêneraient même cette adhésion (Crawford et al. 2010). Chez Pseudomonas 
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aeruginosa, le flagelle adhère de préférence aux gangliosides GM1 et aGM1, et est supposé être 

impliqué dans les étapes précoses d’adhésion en permettant d’atteindre les GMs difficilement 

accessibles sur la surface apicale (Feldman et al. 1998). Plus récemment, la liaison entre plusieurs 

sérotypes flagellaires d’Escherichia coli H7 (EHEC), H6 (EPEC) et H48 (K-12) et des phospholipides 

membranaires chargés a été observée in planta, l’interaction avec la membrane cellulaire serait 

donc de nature ionique (Rossez et al. 2014). 

 

 

Figure 27 : Les propriétés biophysiques du flagelle pour atteindre de manière non-spécifique des surfaces. (A) Sa 
longueur, (B) sa rotation et (C) ses multiples sites répétitifs (Rossez et al. 2015) 

 

Contrairement aux pili, l’assemblage du flagelle se fait à l’extrémité de la structure 

naissante. La prochaine partie, intitulée Le flagelle, une structure supramoléculaire auto-

assemblée, est totalement dédiée à l’assemblage et la composition du flagelle bactérien. 
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2. Processus de l’adhésion bactérienne 

La bactérie, en état planctonique, évolue librement dans un milieu liquide soit de manière 

active par le biais de la motilité du flagelle, ou dans le cas contraire par force gravitationnelle et 

mouvement brownien. Ce déplacement est guidé par des signaux environnementaux, dans le but 

d’atteindre une niche favorable. Par le biais du chemosensing, Helicobacter pylori atteint 

préférentiellement les sites gastriques endommagés, tels les ulcères (Aihara et al. 2014). Une fois 

à proximité de la surface, la bactérie adopte des mouvements circulaires, tout en restant à la 

même distance de la surface. En effet à cette distance, les effets hydrodynamiques sont 

négligeables, contrairement aux forces de frottements qui ralentissent la course de la bactérie, 

ponctuée par des adhésions transitoires (Vigeant et al. 2002; Lauga et al. 2006). 

Pour adhérer sur la membrane cellulaire, la bactérie doit passer plusieurs obstacles 

notamment la barrière répulsive électrostatique, car la membrane des cellules eucaryotiques, 

tout comme la membrane externe des bactéries, est globalement chargée négativement (Roig 

2000). Les interactions seraient donc dans un premier temps de nature hydrophobe, médiées par 

les organites dont notamment le flagelle qui, par sa motilité, faciliterait le passage de cette 

barrière (Bruzaud et al. 2015). La topologie de la surface est également un facteur important, le 

contact sur des surfaces présentant des microfissures augmente l’adhésion bactérienne médiée 

par le flagelle (Friedlander et al. 2013). 

Avant la formation de biofilm bactérien, la perception de la surface par la bactérie via ce 

que l’on appelle le mécanosensing permet la transition d’un état planctonique à un état sessile 

(Figure 28) (Persat al. 2015a). Il est notamment décrit dans la littérature que la sécrétion 

d’exopolysaccharides (EPS) est fortement liée chez Bacillus subtilis et Vibrio parahaemolyticus à 

l’inhibition de la rotation du flagelle (Figure 28B) (Belas 2014). Lorsque le flagelle de Caulobacter 

crescentus adhère à la surface, les forces imposées sur la paroi cellulaire induiraient un 

changement de conformation des stators flagellaires jouant sur le flux de proton et donc le pH 

interne de la bactérie (Figure 28C). Ces changements seraient à l’origine de la production d’une 

adhésine polysaccharide, appelée holdfast, de manière à ancrer durablement la bactérie à la 

surface (Hug et al. 2017). La déformation de la paroi cellulaire de Staphylococcus aureus module 

l’expression d’icaA, qui est impliqué dans la synthèse d’EPS (Figure 28A) (Harapanahalli et al. 

2015). Certaines bactéries comme Pseudomonas aeruginosa ou Escherichia coli, se 

repositionnent sur l’axe longitudinal pour augmenter la surface de contact et le nombre 

disponible de protéines de la membrane externe pour renforcer le contact (Berne et al. 2018). 
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De plus, le pilus de type IV a également été identifié comme mécanosenseur chez Pseudomonas 

aeruginosa (Figure 28D) (Persat et al. 2015b). Malheureusement, les mécanismes de l’hôte pour 

empêcher l’adhésion de pathogènes ne font parfois, que renforcer l’adhésion de certaines 

bactéries. En effet sous un flux important, l’adhésine du pilus de type I FimH subit un changement 

de conformation menant à une adhésion plus forte (Sauer et al. 2016). En revanche lorsque le 

flux est faible, les bactéries par le biais du pilus de type I, adoptent un mouvement nommé stick 

and roll, où elles se déplacent dans le sens du flux tout en restant attaché, permettant de 

maintenir un contact privilégié avec la surface (W. E. Thomas et al. 2004).   
 

 
 

Figure 28 : Mécanisme de production d’adhésines suite au contact avec une surface. (A) Déformation de la paroi 
cellulaire, (B) Inhibition de la rotation flagellaire, (C) Contact à la base du flagelle entraîne une changement de 
conformation du moteur et (D) Rétraction des pili (Berne et al. 2018) 

 

L’adhésion entraîne également l’activation de facteurs de virulence, tels que LEE (Alsharif 

et al. 2015). Chez Salmonella enterica, la présence de l’adhésine SiiE sécrétée par le système de 

sécrétion de type I, interagit avec les mucines transmembranaires apicales MUC1, permettant le 

positionnement adéquat de l’appareil de sécrétion de type III et ainsi une translocation 

d’effecteurs optimale (Barlag et Hensel 2015; X. Li et al. 2019). Les adhésines ont parfois un 

double rôle, par exemple, MAM7 en se liant à l’acide phosphatidique active la GTPase RhoA et 

ainsi un réarrangement de l’actine (Lim et al. 2014).  
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3. Les solutions anti-adhésion, une alternative aux antibiotiques ? 
 

Face à la multiplication de la résistance aux antibiotiques, les solutions anti-adhésion 

apparaissent comme une alternative. En effet, l’adhésion étant une étape essentielle dans 

l’infection bactérienne, la cibler est une stratégie pour lutter contre leur virulence (Figure 29) 

(Krachler et Orth 2013).  
 

 

Figure 29 : Stratégies pour la thérapie anti-adhésion. (A) Blocage de la biosynthèse de l’adhésine. (B) Inhibition de 
l’assemblage de (B) l’adhésine ou du (C) récepteur de l’hôte. Remplacement compétitif : (D) des adhésines contre 
l’hôte ou (E) des récepteurs de l’hôte contre les adhésines. (F) Développement de micro-organismes exposant les 
récepteurs de l’hôte à leur surface. (G) Des anticorps dirigés contre les adhésines bactériennes (Krachler et Orth 2013) 

 

Plusieurs pistes sont possibles, la première est de rendre les adhésines non fonctionnelles 

en empêchant leur biogenèse ou en bloquant le site de liaison au récepteur (Figure 29B et E). De 

cette manière, les bactéries deviennent plus vulnérables aux mécanismes d’élimination. 

Certaines molécules possédant un squelette de 2-pyridone ont un pouvoir pilicide, en 

interagissant avec la chaperonne des CU pili (Chorell et al. 2012). Son action sur les pili de type I, 

P et S permet de diminuer la colonisation d’UPEC sur modèle murin (Greene et al. 2014). De 

manière analogue, des curlicides ont également été mis au point (Cegelski et al. 2009). 

Concernant les pili chez les bactéries Gram-positif, ceux-ci sont quant à eux ciblés par le biais des 

enzymes sortases. Un oligopeptide LPRDA, basé sur le motif LPXTG des pilines, occupe le site actif 

des sortases de classe A et impact les activités de Staphylococcus aureus, sans affecter la viabilité 

cellulaire in vivo (J. Wang et al. 2018). De nombreuses études s’intéressent à la neutralisation de 

FimH, l’adhésine du pilus de type I. En présence de méthyl α-D-mannopyranoside, un inhibiteur 

compétitif du mannose, une réduction de l’infection des voies urinaires a été observée (Aronson 

et al. 1979). Depuis cette étude, l’efficacité a été améliorée par la multivalence ou par une 

meilleure affinité en modifiant la poche polaire du motif aglycone du mannose (Krammer et al. 

2018). Par exemple, le mannoside biarylique possède une constante de dissociation avec FimH 
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de 3,5 nM contre 1672 nM, toutes deux déterminées par titrage calorimétrique isotherme (Pang 

et al. 2012; Wellens et al. 2012). De manière naturelle, certains aliments peuvent être riches en 

composés inhibiteurs de l’adhésion. La consommation de jus de cranberries est connue pour 

protéger contre les infections urinaires, de par la présence de fructose agissant sur l’adhésine du 

pilus de type 1, et grâce également à la proanthocyanidine, dont l’activité anti-adhésive contre 

le P-pilus a été démontrée in vitro (Howell 2007). Enfin, certains probiotiques peuvent être 

modifiés pour devenir des leurres en exprimant à leur surface des récepteurs de l’hôte, en plus 

de diminuer la quantité de nutriments disponibles (Figure 29F) (Paton et al. 2006).  

Un autre axe est d’immuniser l’hôte contre l’adhésine elle-même ou un de ses constituants, 

activement par vaccination ou passivement par l’injection d’anticorps (Figure 29G). Un vaccin à 

partir de plusieurs composants : EspA, adhésine présente sur T3SS, intimine et Tyr, permet de 

réduire efficacement la propagation d’O157:H7 chez les bovins, qui sont des porteurs sains de 

cette bactérie (McNeilly et al. 2010). Cependant, l’antigénicité, les modifications post-

traductionnelles ou la variation de phase peuvent limiter leur efficacité. C’est notamment le cas 

pour le flagelle, qui est une cible intéressante, car il est distribué sur une majorité de bactéries 

(Chintoan-Uta et al. 2016).  

Contrairement aux antibiotiques, les solutions anti-adhésion n’affectent pas la viabilité du 

pathogène, ni celle des bactéries commensales. Pourtant une pression de sélection semble aussi 

exister face à cette nouvelle thérapie. En revanche dans ce cas, l’adaptation à ces nouvelles 

conditions environnementales résultantes d’un traitement anti-adhésion n’est pas forcément 

avantageuse pour la bactérie, notamment sur un autre individu n’ayant pas suivi de traitement 

(Allen et al. 2014). De plus, la propagation de ces modifications par transfert horizontal des gènes 

serait limitée, étant donné que chaque adhésine n’est pas universellement partagée. A contrario, 

l’approche qui vise à utiliser les thérapies anti-adhésion est complètement différente, et 

nécessite plus de réflexion que pour l’utilisation d’antibiotiques. En particulier, l’identification du 

pathogène est indispensable, et dans l’attente il n’existe pas de thérapies anti-adhésion à spectre 

large, comme le peuvent être certains antibiotiques. De plus, la synchronisation de 

l’administration du traitement et l’expression de l’adhésine, doit être maitrisée pour être efficace 

(Totsika 2017). Au final, elles reposent sur la capacité de l’organisme à éliminer les bactéries 

pathogènes par le biais du système immunitaire ou de mécanismes de clairance. Ces thérapies 

sont donc pour l’instant principalement destinées en prévention pour des patients à risque, et 

en curatif comme adjuvant pour réduire la quantité d’antibiotiques (S. W. Dickey et al. 2017).  
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IV. Le flagelle, une structure supramoléculaire auto-assemblée 

Cette partie a pour objectif de présenter la structure du flagelle dans toute sa globalité, en 

particulier chez Salmonella enterica et Escherichia coli, figurant d’ailleurs parmi les flagelles les 

plus étudiés (Minamino, Morimoto, et al. 2018). Ces entérobactéries sont issues d’un même 

ancêtre commun (Karberg et al. 2011). De plus, elles possèdent toutes deux une ciliature 

péritriche, qui se caractérise par la présence de flagelles sur l’ensemble de leur paroi cellulaire. 

Le flagelle est composé d’environ 30 protéines, présentes avec des stœchiométries très variables. 

Ce complexe s’étend du cytoplasme vers l’extérieur de la cellule et se divise en 3 parties 

principales présentées en Figure 30 (Macnab 2003) :  

- le corps basal, se situant dans la membrane plasmique et la paroi bactérienne, joue le rôle 

d’un moteur rotatif capable de tourner dans un sens puis dans un autre (Morimoto et 

Minamino 2014) 

- le coude,  un joint universel flexible transmettant la rotation du corps basal au filament 

- le filament, pouvant s’étendre à 15-20 µm de la surface de la cellule, est principalement 

constitué d’une seule et même protéine, la flagelline, dont la polymérisation peut inclure 

jusqu’à 20 000 unités, et est rendue possible grâce à la coiffe se trouvant à son extrémité.  

 

Figure 30 : Structure du flagelle bactérien. (A) Composition protéique de chaque entité indiquée entre parenthèses 
(Minamino, Morimoto, et al. 2018). (B) Flagelle isolé de Salmonella enterica par microscopie électronique (Minamino, 
Imada, et Namba 2008). OM : outer membrane, PG : peptidoglycan layer, CM : cytoplasmic membrane 
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1. La machinerie cellulaire 

1.1. L’anneau Membrane-Supramembrane, la base du flagelle 

L’anneau Membrane-Supramembrane (MS) constituerait la première étape dans 

l’assemblage du flagelle, puisque celui-ci est capable de se former en l’absence des autres 

composants flagellaires (Kubori et al. 1992). Cet anneau a été observé pour la première fois en 

1971 sur des flagelles isolés, sur lesquels 4 anneaux pouvaient être observés au niveau du corps 

basal. Ceux-ci ont été nommés selon leur emplacement dans la cellule : L pour 

lipopolysaccharide, P pour peptidoglycane, S pour supramembrane et M pour membrane 

(DePamphilis et Adler 1971). Il s’avèrera par la suite que les anneaux M et S étaient constitués 

d’une même protéine FliF, formant ainsi un seul et même anneau appelé anneau MS, qui se 

poursuit également sur une partie de la tige proximale (Ueno et al. 1992). Plus particulièrement, 

l’anneau MS se compose de 26 copies de FliF chez E. coli et S. enterica (Suzuki et al. 2004). Même 

si la surexpression de FliF chez E. coli conduit à la formation de l’anneau MS (Ueno et al. 1992), 

l’initiation de celui-ci démarrerait à partir de l’oligomérisation de FlhA, un composant de 

l’appareil d’export (H. Li et Sourjik 2011). D’autre part chez S. enterica, FliF a besoin de FliG pour 

former de manière efficace l’anneau MS (Morimoto et al. 2014). En effet, FliG se situe sur la face 

cytoplasmique de l’anneau MS avec une stœchiométrie de 1 FliG : 1 FliF, via une interaction avec 

le domaine N-terminal de FliG (Francis et al. 1992; Kihara et al. 2000; Levenson et al. 2012). De 

plus, il semble peu probable au vu de la taille de l’anneau MS, que celui-ci soit directement inséré 

par le système de sécrétion Sec dans la membrane (Macnab 2003). Au final, sa formation 

reposerait plutôt sur un assemblage coopératif avec d’autres protéines flagellaires, que par sa 

seule présence, même s’il est requis pour l’assemblage du flagelle (Morimoto et al. 2014).  

 

1.2. Système de sécrétion de type III, le cœur du flagelle  

Le T3SS flagellaire s’insère au niveau de l’anneau MS (Minamino 2018). Il se compose d’un 

appareil d’export transmembranaire constitué de FlhA, FlhB, FliP, FliQ, FliO et FliR, fonctionnant 

avec une force proton-motrice (PMF). Cet appareil d’export est associé à un complexe ATPase 

cytoplasmique consititué de FliH, FliI et FliJ (Figure 31). Ces composants présentent une très forte 

homologie avec leur analogue T3SS de l’injectosome, dont ils seraient les ancêtres (Abby et Rocha 

2012). Cependant, leur rôle reste généralement très différent. L’injectosome sécrète des 

effecteurs dans les cellules hôtes, alors que le flagelle sécrète des unités de la tige, du coude et 

du filament via le canal central de la structure naissante (Iino 1974). Cependant certaines 
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bactéries, comme Campylobacter jejuni et Yersinia enterocolitica, sécrètent par le biais de leur 

flagelle des composés qui ne sont pas destinés à son assemblage, mais qui peuvent avoir des 

fonctions de phospholipase ou d’adhésine (Young et al. 1999; Y. C. Song et al. 2004). 

 

Figure 31 : Système de sécrétion de type III flagellaire, composée d’un appareil d’export fonctionnant avec une PMF 
et d’un complexe ATPase nécessaire à la robustesse du système. La composition protéique est précisée entre 
parenthèses. CM : cytoplasmic membrane (Minamino, Morimoto, et al. 2018) 

 

1.2.1. PMF et complexe ATPase, deux rôles complémentaires 

L’anneau ATPase cytoplasmique se compose de 6 copies de l’ATPase FliI (Fan et Macnab 

1996), 6 copies de l’homodimère FliH, un régulateur négatif de FliI (González-Pedrajo et al. 2002; 

Minamino et Macnab 2000) et une copie de FliJ qui améliore l’activité de FliI (Ibuki et al. 2011). 

Le complexe ATPase est situé à la base du flagelle via l’interaction entre la région N-terminale de 

FliH avec FlhA et FliN de l’anneau C (González-Pedrajo et al. 2006; Hara et al. 2012; Minamino et 

al. 2009) (Figure 31). 

L’activité ATPase, qui a longtemps été suggérée d’apporter l’énergie nécessaire pour 

l’export (Fan et Macnab 1996), n’est finalement pas indispensable à cette fonction contrairement 

à la PMF (Minamino et Namba 2008; Paul et al. 2008). Cependant, l’activité ATPase permettrait 

un meilleur fonctionnement de l’appareil d’export, en promouvant la translocation des protons 

vers l’intérieur de l’appareil d’export (Morimoto et al. 2016). Etant donné qu’une activité ATPase 

100 fois plus faible conduit à la formation d’un flagelle possédant une taille deux fois plus petite, 

il est suggéré que l’hydrolyse d’ATP et l’export de protéines ne soient pas couplés (Minamino et 

al. 2014). De plus, l’augmentation de la production d’unités à exporter ou de PMF suffit à combler 

l’absence d’activité ATPase, pour former un flagelle fonctionnel (Erhardt et al. 2014). Ainsi, 

l’appareil d’export serait un antiport proton-protéine (Minamino, Morimoto, et al. 2011).  
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1.2.2. L’appareil d’export, un antiport proton-protéine 

FlhA, une protéine transmembranaire de l’appareil d’export, pourrait jouer le rôle de 

transducteur de protons. Elle possède deux domaines cytoplasmiques, une petite partie située 

entre ses domaines transmembranaires 4 et 5, appelée FHIPEP (pour Flagellum/hypersensitive 

response/invasion protein export pore), et un autre domaine beaucoup plus large appelé FlhAC. 

Le domaine FHIPEP, abritant 68 acides aminés très conservés, contient de nombreux résidus 

capables de se lier aux protons (McMurry et al. 2004). Plusieurs résidus apparaissent critiques 

pour le transport de protons, la protonation d’un de ces résidus entraîne une réorganisation 

conformationnelle, qui impacte FlhAC, lui-même responsable de l’amarrage des unités à sécréter 

(Erhardt et al. 2017). 

Le conduit protéique serait quant à lui constitué de FliP qui formerait un anneau 

homohexamérique, avec éventuellement FliR et FliQ, aidé par FliO (Fukumura et al. 2017; Ward 

et al. 2018). Plus récemment, une étude a déterminé une stœchiométrie différente du T3SS à 5 

FliP, 4 FliQ et 1 FliR. La structure P5Q4R1 par Cryo-EM révèle une géométrie pseudohexamérique 

hélicoïdale, se positionnant plus haut dans le corps basal que ce qui était pensé jusqu’à présent 

(Figure 32). L’ouverture du conduit, par lequel les protéines sont sécrétées, pourrait être fermée 

ou ouverte selon la relaxation des sous-unités FliP et FliR (Kuhlen et al. 2018). Cette nouvelle 

structure serait aussi bien valable chez le flagelle que l’injectosome, d’autant plus que FliP, FliQ 

et FliR sont très bien conservés entre les systèmes flagelle et injectosome (Erhardt et al. 2010).  

 FliO est la seule protéine flagellaire du T3SS qui n’est pas retrouvée chez l’injectosome, 

pourtant celle-ci est essentielle à l’assemblage du système (Barker et al. 2014), mais pas pour le 

transport en lui-même (Barker et al. 2010). C’est une protéine bitopique avec un large domaine 

C-terminal cytosolique, qui aurait en réalité une fonction de chaperonne en protégeant FliP d’une 

dégradation protéolytique et en permettant une formation stable de FliP-FliR pour la formation 

du T3SS (Fabiani et al. 2017). 
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Figure 32 : Structure prédictive de l'appareil de sécrétion de type III flagellaire et de l'injectosome. (A) Prédiction 
de la location de FliP (P), FliQ (Q), FliR (R), ainsi que différents assemblages, d’après leur domaine transmembranaire 
et leur partie exposée dans le cytoplasme. (B) Positionnement du complexe P5Q4R1 au niveau du corps basal (Kuhlen 
et al. 2018) 

 

1.2.3. Transport des unités du cytoplasme vers l’appareil d’export 

FlgN, FliT et FliS sont les chaperonnes respectives des protéines de jonction coude-filament 

FlgK et FlgL, de la coiffe du filament FliD et de la flagelline FliC (Auvray et al. 2001; Fraser et al. 

1999). Elles ont pour principales fonctions de protéger leur substrat respectif de la dégradation 

et de les stabiliser en se liant au niveau de leur domaine C-terminal (Ozin et al. 2003). En effet, 

ces substrats ont tendance à s’oligomériser via leurs extrémités non repliées, FliS en se liant à 

FliC empêche sa polymérisation in vitro (Auvray et al. 2001; F. A. Samatey et al. 2001). Le 

complexe chaperonne-substrat s’organise selon une stœchiométrie 1:1 (Imada et al. 2010; 

Kinoshita et al. 2016; Muskotál et al. 2006).  

FliT est composé de 4 hélices α, dont le site de liaison pour FliD se situe sur l’hélice α3 au 

niveau du résidu Lys-79 (Imada et al. 2010). Cependant ce site n’est pas directement accessible, 

car l’hélice α4 obstrue le cœur hydrophobe formé par les hélices α2 et α3, pour éviter 

l’agrégation de FliT en présence de solvant (Imada et al. 2010). La délétion de l’hélice α4 n’affecte 

pas l’interaction avec FliD, mais au contraire augmente la liaison FliT-FliD d’un facteur 10 (Khanra 

et al. 2016). L’analyse par cristallographie du complexe FliT-FliD montre que l’hélice C-terminale 

de FliD prend la place de l’hélice α4 de FliT, provoquant également l’élongation de l’hélice α3 de 

3 tours (Figure 33) (Khanra et al. 2016). Les autres chaperonnes FliS et FlgN, ayant une structure 

similaire composée de plusieurs hélices α, possèderaient ce même mécanisme (Kinoshita et al. 

2016; Sajó et al. 2016). Ce mouvement de charnière a été également identifié chez FlgN, où 

l’hélice α1 cache la cavité formée par les hélices α2 et α3, abritant le site de liaison avec FlgK au 
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niveau des résidus Asn-92, Asp-95 et Ile-103 de l’hélice α3 (Kinoshita et al. 2016). D’autre part, 

ces hélices α mobiles constituent le site de liaison des chaperonnes avec FlhA (Khanra et al. 2016).  

 

 

Figure 33 : Superposition des structures FliT seule et du complexe FliT-FliDC. La liaison de la chaperonne FliT avec 
son substrat FliD (dont le site de liaison est en C-terminal de FliD, d’où FliDC) provoque des changements 
conformationels chez FliT comme le déplacement de l’hélice α4, remplacée par FliDC, et l’élongation de l’hélice α3. 
FliT seule (apo FliT) est en bleu, FliT lié à FliDC en vert et FliDC en marron (Khanra et al. 2016) 

 

Les chaperonnes conduisent leur substrat à l’appareil d’export transmembranaire au 

niveau du domaine cytoplasmique FlhA, nommé précédemment FlhAC. Ce domaine 

cytoplasmique, divisé en 4 sous-domaines, est relié au niveau de son extrémité N-terminale à la 

base transmembranaire via un linker appelé FlhAL. La liaison entre la chaperonne et son substrat 

est un pré-requis pour interagir avec FlhAC, FliC et FliD ne se lient qu’en présence de leur 

chaperonne à FlhAC (Bange et al. 2010). De plus, le complexe FlgN-FlgK a une meilleure affinité 

que FlgN seul pour FlhAC (Minamino, Kinoshita, Hara, et al. 2012). En réalité, la liaison du substrat 

avec sa chaperonne permet de dégager le site de liaison avec FlhAC et ainsi d’éviter la liaison avec 

l’appareil d’export sans substrat (Khanra et al. 2016). Cette interaction se fait au niveau de la 

région la plus conservée de FlhAC, qui est une cavité hydrophobe située entre les sous-domaines 

D1 et D2 (Figure 34A-B) (Kinoshita et al. 2013; Minamino, Kinoshita, Hara, et al. 2012). L’analyse 

cristallographique de FlhAC-FliT-FliDC et FlhAC-FliS-FliCC, associée à la RMN, ne montre aucune 

interaction entre les constituants flagellaires FliD, FliC et FlgN avec FlhAC, et mettent en évidence 

l’implication de Tyr106, Tyr10 et Tyr122 respectivement chez FliS, FliT et FlgN dans la liaison avec 

FlhAC (Figure 34C-D) (Xing et al. 2018; Kinoshita et al. 2013). 
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Figure 34 : Interaction de FlhAC au niveau de sa région la plus conservée avec différents complexes 
chaperonne/substrat. (A) Site de liaison des complexes chaperonne/substrat sur FlhAC, représenté en rose. (B) Ce 
site de liaison correspond à la région la plus conservée de FlhAC. Structure des complexes FlhAC-FliS-FliCC (C) et FlhAC-
FliT-FliDC (D), ces liaisons n’impliquent pas de liaison entre FlhAC et les substrats FliC et FliD (Xing et al. 2018) 

 

FliH et FliI forment dans le cytoplasme des complexes FliH2FliI (Minamino et Macnab 2000), 

qui peuvent se lier au système chaperonne-substrat FlgN/FlgK et FliT/FliD, mais pas FliS/FliC 

(Minamino, Kinoshita, Imada, et al. 2012; Sajó et al. 2014; J. Thomas et al. 2004). Cette interaction 

permettrait de les transporter vers l’appareil d’export, grâce à une interaction privilégiée avec 

FlhAC (Bai et al. 2014). D’autre part, FliJ en se liant au linker FlhAL, permet d’augmenter la liaison 

du complexe FliT/FliD avec FlhAC, contrairement à FliS/FliC (Bange et al. 2010). De plus, FlhAC 

possède une affinité pour le complexe FlgN/FlgK légèrement supérieure au complexe FliT/FliD et 

14 fois supérieure au complexe FliS/FliC (Kinoshita et al. 2013). L’ordre d’assemblage du flagelle 

est comme suit : protéines jonction coude-filament FlgK et FlgN, suivies de la coiffe FliD, puis de 

la flagelline FliC (Homma et al. 1984). Leurs diverses interactions ou non avec FliH2FliI, FliJ et FlhAC 

permettraient de respecter cet ordre hiérarchique, en favorisant les protéines mineures devant 

la quantité importante de flagelline. 

 

1.3. Le moteur bidirectionnel 

L’anneau C, formé durant les premières étapes de l’assemblage du flagelle, se compose de 

3 protéines FliG, FliM et FliN qui constituent le complexe switch (Francis et al. 1994). Ce complexe 

est nommé ainsi, car il permet aux bactéries d’alterner entre 2 modes : le run et le tumbling. Le 
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run se produit quelques secondes pendant lesquelles les flagelles tournent en sens antihoraire 

(CCW, counter clockwise) et ne forment plus qu’un faisceau, permettant à la bactérie de se 

déplacer rapidement en ligne droite. Brusquement, en moins d’une seconde, le sens de rotation 

des flagelles s’inverse en sens horaire (CW, clockwise) et provoque la désolidarisation des 

flagelles appelée tumbling, et entraîne l’arrêt de la bactérie (Berg et Brown 1972). Ce 

changement de rotation de CCW à CW est provoqué par la protéine CheY-phosphorylé (CheY-P), 

qui est responsable de la chimiotaxie. Sa liaison avec le complexe switch augmente la probabilité 

d’une rotation CW (Cluzel et al. 2000).  

 

1.3.1. Formation de l’anneau C 

La formation de l’anneau C commence par FliG. FliG se divise en 3 domaines : FliGN (N-

terminal), FliGM (domaine central) et FliGC (C-terminal) relié respectivement par l’héliceNM et 

l’héliceMC (L. K. Lee et al. 2010). L’anneau FliG se polymérise par le biais d’un mécanisme domain-

swap passant d’une interaction intramoléculaire à intermoléculaire de FliGM et FliGCN, via une 

liaison qui implique les répétions Armadillo (ARM) : ARMM et ARMC (Figure 35) (Baker et al. 2016; 

L. K. Lee et al. 2010). Les ARMs sont composés d’environ 40 acides aminés, dont des résidus 

hydrophobes conservés qui permettent leur empilement en tandem par le biais de super-hélices 

droites (Huber et al. 1997). L’anneau MS permet la polymérisation de FliG dans de bonnes 

conditions, car l’interaction de FliGN avec FliF permet la bonne position de FliG et augmente 

également sa concentration locale (Baker et al. 2016; Kihara et al. 2000; Levenson et al. 2012). 

FliM permettrait aussi la polymérisation de FliG, en revanche FliM ne serait pas capable de 

s’associer sans la présence de FliG (E. A. Kim, Panushka, Meyer, Ide, et al. 2017). Le complexe 

stable formé par 1 FliM : 4 FliN se lie à FliG, par le biais de l’interaction entre FliMM et FliGM, pour 

former un ensemble caliciforme donnant l’anneau C (Paul et Blair 2006; Vartanian et al. 2012). 

 

 

Figure 35 : Polymérisation de l'anneau FliG par le mécanisme de domain-swap d’interactions intramoléculaires à 
intermoléculaires. C en orange représente le domaine FliGC, M en vert le domaine FliGM, en gris FliF et l’héliceMC 

symbolisé en pointillé en intra car déstructuré et en jaune en inter. Les interactions entre ARMs sont en rouge (Baker 
et al. 2016) 
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1.3.2. Le complexe switch 

L’ensemble des anneaux MS-C forme un rotor réversible et permet la génération du couple 

moteur. CheY-P se lie d’abord sur FliMN puis sur FliN (Bren et Eisenbach 1998; Sarkar et al. 2010), 

modifiant la conformation de FliG à l’origine du changement de rotation de CCW vers CW (Dyer 

et al. 2009).  

Plus précisément, le changement de conformation de FliG implique d’abord celui de 

l’héliceMC, qui relie FliGM et FliGC (Van Way et al. 2004). Ceci a été démontré par des mutations 

au niveau de la boucle entre FliGM et l’héliceMC, qui provoque un phénotype d’extrême biais pour 

CW chez S. enterica, même en présence de CheY (Togashi et al. 1997). Ces mêmes mutations 

conduisent à un détachement de l’héliceMC du domaine FliGM, sur la structure cristalline de FliG 

chez Thermotoga maritima (Minamino, Imada, et al. 2011). Ainsi, cette configuration ouverte de 

l’héliceMC correspondrait à la rotation CW (Figure 36) (L. K. Lee et al. 2010).  

Le passage de la configuration fermée à ouverte de l’héliceMC provoquerait la rotation à 

180° de l’héliceC5 située dans le domaine C-terminal de FliGC  (Lam et al. 2012; L. K. Lee et al. 

2010), interagissant avec MotA une protéine du stator via des résidus chargés (J. Zhou et al. 

1998). Intermédiairement, un changement de sens du domain-swap du côté gauche en CCW vers 

le côté droit en CW pourrait être le lien entre ces deux hélices (Kinoshita et al. 2018).  

 

 

Figure 36 : Echange moléculaire entre la rotation CW et CCW. Les résidus chargés positivement sur l’héliceC5 sont en 
bleu et négativement en rouge. L’héliceMC est représentée en jaune (Adapté de(L. K. Lee et al. 2010)  

 

 

 



  Synthèse bibliographique 
   

57 
 

1.3.3. Dynamique de l’anneau C 

L’anneau C est une structure dynamique capable de s’adapter à son environnement. En 

effet, lorsque la concentration en CheY-P est faible (tendance CCW), le nombre de complexes 

FliM/FliN peut augmenter jusqu’à 45, afin d’améliorer l’affinité pour CheY-P (Branch et al. 2014; 

Lele et al. 2012; Yuan et al. 2012). A noter que chez un mutant de Thermotoga maritima bloqué 

en CW, l’affinité de liaison entre le domaine C-terminal de FliGM et FliMM est réduite, pouvant 

permettre un remodelage des unités FliM-FliN. Ainsi, le diamètre de l’anneau C apparaît plus 

important dans un état stable CCW, que dans un état de rotation CW (Hosu et Berg 2018).  

Au vu de l’asymétrie entre l’anneau MS et l’anneau C, la stœchiométrie de FliG a suscité de 

nombreux désaccords, sachant qu’il y a 26 unités pour FliF contre 34 à 45 pour FliM (Francis et 

al. 1992; Vartanian et al. 2012). Un modèle récent permet d’expliquer ces 2 symétries (Figure 

37). Une stœchiométrie identique entre FliF et FliG, la flexibilité de la liaison entre FliGC et FliGM 

ainsi que des espaces entre certains domaines FliGC permettraient d’accommoder cette 

différence de symétrie, pour ainsi s’adapter au remodelage de l’anneau C (E. A. Kim, Panushka, 

Meyer, Carlisle, et al. 2017). 

 

Figure 37 : Modèle représentant la jonction adaptative entre l’anneau C et l’anneau MS. Le nombre de FliG est de 
26 copies et de 34 copies pour FliM (sachant que plus peuvent être accommodées). La jonction entre FliGM et FliGN 
peut former l’héliceMC dans le cas de proches voisins, mais peut adopter aussi une extension plus longue pour contenir 
un nombre plus important de FliM (E. A. Kim, Panushka, Meyer, Carlisle, et al. 2017) 

 

1.3.4. Les stators 

Les protéines intégrales MotA et MotB dans la membrane interne forment un stator qui 

couple le passage de protons, chez E. coli et S. enterica, avec la génération d’énergie mécanique 

(Berg 2003). La rotation du flagelle peut atteindre 300 Hz chez S. enterica, soit 300 tours/seconde 
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(Kudo et al. 1990). Chaque stator est constitué de 4 copies de MotA et 2 copies de MotB (Kojima 

et Blair 2004), formant 2 conduits à protons (Figure 38A) (Braun et Blair 2001). Les interactions 

électrostatiques entre MotA et FliG, en plus de la génération du couple, sont également 

importantes pour l’assemblage du stator au niveau du rotor (Morimoto et al. 2013; 2010). Celles-

ci provoquent un changement de conformation de la région N-terminale de MotBC, qui permet 

d’atteindre le peptidoglycane et d’ouvrir le canal à protons (Figure 38B) (Kojima et al. 2009; Zhu 

et al. 2014). De fait, MotB possède un site de liaison au peptidoglycane au niveau de sa région 

périplasmique C-terminale (Kojima et al. 2008). La liaison entre le peptidoglycane et MotBC 

permet le passage de la forme non activée à la forme activée (Minamino et Imada 2015). 

Cependant, cet assemblage n’est pas définitif, puisque chaque stator reste lié au rotor en 

moyenne 30 secondes et retourne dans le cytoplasme (Leake et al. 2006). En effet, la liaison avec 

le peptidoglycane est réversible et permet d’adapter le nombre de stators selon l’environnement 

dans lequel évolue la bactérie (Castillo et al. 2013; Kojima et al. 2018). Le complexe MotA et MotB 

possède notamment une sensibilité aux contraintes mécaniques, ce qui permet d’adapter le 

nombre de stators en fonction de la charge du milieu. A haute viscosité, le nombre de stators est 

à son maximum et diminue à faible viscosité (Lele et al. 2013; Tipping et al. 2013). Jusqu’à 11 

stators peuvent être accommodés sur les anneaux MS et C (Reid et al. 2006). 

 

 

 

Figure 38 : Structure des stators formés par les complexes MotA4MotB2. (A) Vue à partir du côté périplasmique de 
la membrane, organisation des domaines transmembranaires A pour MotA et B pour MotB, formant 2 canaux à 
proton impliquant des résidus importants D32, P173 et P222 (Minamino, Terahara, et al. 2018) (B) Vue à travers la 
membrane, à gauche le complexe est désactivé et à droite activé par la liaison de MotBC avec le peptidoglycane, une 
fois le stator lié au moteur. MotBC est montré en ruban (Minamino et Imada 2015) 
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2. Structure axiale du flagelle : de la tige à la coiffe du filament  

2.1. Caractéristiques générales 

Contrairement aux pili, les unités du flagelle sont sécrétées et assemblées à l’extrémité de 

la structure naissante (Iino 1974). L’assemblage du flagelle, que ce soit la tige, le coude ou le 

filament, repose sur la formation de superbes hélices α grâce à la présence d’heptapeptides 

répétées, au niveau des régions désordonnées N- et C-terminales des unités axiales flagellaires 

(Figure 39) (Homma et al. 1990; Vonderviszt et al. 1998). Ces régions terminales n’étant pas 

repliées, ont besoin d’une amorce pour s’auto-assembler, c’est notamment le cas pour la 

reconstruction in vitro de filaments (Asakura 1970). En outre, contrairement à ces dernières, les 

régions centrales sont très variables et à l’origine de la diversité antigénique de la flagelline 

(Beatson et al. 2006). Ces structures s’organisent en 11 protofilaments chez S. enterica.  

  

 

 

Figure 39 : Comparaison de l’organisation axiale des différents constituants du flagelle : (a) filament (FliC), (b) 
coude (FlgE) et (c) tige (FlgG). Les séquences sont colorées allant du bleu vers le rouge, pour respectivement du 
domaine N- au C-terminal. Contrairement aux hélices D0 de FliC, les hélices D0 de FlgE sont espacées (double flèche 
bleue). L’hélice N-terminale de la tige FlgD est plus longue d’un tour (double flèche rouge), que celle de FlgE (double 
flèche verte). Les domaines D1 de FlgG interagissent entre eux (flèche magenta), alors que pour FlgE ils sont espacés 
(double flèche noire) (Imada 2017) 

 

2.1.1. Tige 

La tige, qui mesure environ 25 nm, a pour fonction de transmettre la force mécanique au 

coude et au filament. Elle se divise en 2 parties : la tige proximale composée de FlgB, FlgC et FlgF 

et la tige distale composée de FlgG (Figure 40). Leur stœchiométrie a été estimée à 6, 6, 6 et 26 
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respectivement (Jones et al. 1990). Cependant, une récente étude a déterminé le nombre de 

FlgG à 50 (Fujii et al. 2017). FliE forme la jonction entre l’anneau MS et la tige (Minamino et al. 

2000). Puis, FlgB s’assemble sur FliE suivi de FlgC et FlgF pour la tige proximale, et FlgG pour la 

tige distale (X. Zhao et al. 2013). La tige est capable de traverser la couche de peptidoglycane 

grâce à sa coiffe FlgJ, qui possède une activité muramidase (Hirano et al. 2001; Nambu et al. 

1999; Zaloba et al. 2016).  

La longueur de la tige semble être reliée à la membrane externe. En effet, l’augmentation 

de la distance entre le peptidoglycane et la membrane externe via la manipulation de la 

lipoprotéine de Braun entraîne une tige plus longue (Cohen et al. 2017). 

 

Figure 40 : Structure du corps basal comportant la tige. Section d’une carte de densité tridimensionnelle, obtenue 
par Cryo-EM. La tige se compose d’une tige proximale et d’une tige distale. La tige proximale mesure 6,9 nm et se 
compose de FlgB, FlgC et FlgF. Concernant la tige distale formée par FlgG, elle mesure 17,7 nm (Fujii et al. 2017) 

 

Les anneaux P et L s’assemblent successivement autour de la tige nouvellement formée 

et servent d’ancrage. Ils sont respectivement composés de FlgI et FlgH sécrétés par sécrétion 

dépendante de Sec (Jones et al. 1987). Cet ensemble doit être maintenu par de très fortes 

interactions, car il est capable de résister à des traitements très durs, notamment acides, 

contrairement aux autres éléments du flagelle (Akiba et al. 1991). 

 

2.1.2. Coude 

Le coude joue le rôle d’un joint universel pour la transmission du couple, sa longueur chez 

S. enterica est de 55 ± 6 nm (T. Hirano et al. 1994). Il se compose de 120 unités d’une même 

protéine FlgE, qui se divise en 4 domaines D0, DC, D1 et D2 (Shaikh et al. 2005). Les domaines D1 
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et D2 se composent de structures β, tandis que D0 est constitué des hélices N- et C-terminales 

(Fujii et al. 2009; Samatey et al. 2004). Chez Campylobacter jejuni, DC qui n’a clairement pas 

encore été identifié chez S. enterica, est sous la forme d’un L. Il relie les domaines D0 et D1 et 

permet une interaction supplémentaire entre les domaines D1 renforçant la structure du coude 

(Matsunami et al. 2016).  

 

 
 

Figure 41 : Structure du coude flagellaire. (a) Modèle atomique du coude. (b) Assemblage des domaines D1 et D2 à 
l’intérieur de la courbure à gauche et à l’extérieur de la courbure à droite. Le canal interne est en gris. (c) Ecartement 
et empilement des domaines D2, les domaines D1 sont en gris. OM : outer membrane, PG : peptidoglycan, IM : inner 
membrane (Samatey et al. 2004) 

 

 

L’empilement axial des domaines D1 et D2 est relativement peu important et est à l’origine 

de la flexibilité du coude (Figure 41) (Fujii et al. 2017). La courbure du coude est stabilisée par 

des interactions intermoléculaires électrostatiques entre unités axiales, au niveau du domaine 

D2 et de la boucle triangulaire du domaine D1 à l’intérieur de la courbure. L’absence de ces 

interactions ne remet nullement en cause la flexibilité du coude (Fujii et al. 2018; Sakai et al. 

2018; Samatey et al. 2004). Cependant, la délétion de la boucle triangulaire du domaine D1 inhibe 

la polymérisation du coude. Celle-ci peut être néanmoins restaurée par des mutations sur le 

domaine C-terminal de FlgD (Sakai et al. 2018). FlgD est la coiffe du coude et possèderait le même 

mode d’action que la coiffe du filament (Ohnishi et al. 1994). Ainsi, il existerait une interaction 

entre la boucle triangulaire de D1 et FlgD, pour permettre un temps nécessaire à la 

polymérisation et éviter le relargage de FlgE dans le milieu (Sakai et al. 2018).  
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2.1.3. Jonction Tige-Coude 

Le coude se forme directement sur la tige sans besoin de protéines de jonction. FlgG 

partage 39% d’homologie de séquence avec les domaines D0, DC et D1 de FlgE. Ils possèdent 

également un assemblage et une structure tertiaire proche (Chevance et al. 2007; Fujii et al. 

2017). Cependant, l’orientation du domaine D1 diffère de 7° entre les 2 structures (Figure 43). 

Suite à cette variation, l’interaction entre les domaines D1 des unités axiales, présente sur la tige, 

n’existe plus sur le coude et donne lieu à des cavités traversant les protofilaments entre les 

domaines D2 axiales du coude (Fujii et al. 2017). D’autre part, l’hélice N-terminale de FlgG 

possède un tour supplémentaire lui permettant un meilleur compactage entre ses unités axiales 

contrairement à FlgE (Fujii et al. 2017). Ces distinctions permettent de comprendre la différence 

de comportement entre la tige rigide et le coude souple. FlgG possède une séquence de 18 acides 

aminés appelés GSS (FlgG specific sequence) dans le domaine DC, non présente chez FlgE 

(Chevance et Hughes 2008). Lorsque cette séquence est insérée dans le domaine DC de FlgE, les 

coudes obtenus deviennent rigides empêchant notamment le rassemblement des flagelles en 

rotation CCW (Hiraoka et al. 2017). Ainsi, DC qui n’est pas encore connu, aurait un rôle dans la 

flexibilité du coude, plus précisément au niveau du compactage des domaines D1 (Hiraoka et al. 

2017). 

 

Figure 42 : Comparaison des modèles atomiques de la tige et du coude et leur assemblage axial. (a) Des interactions 
entre domaines D1 axiaux chez la tige et non chez le coude. (b) La superposition de FlgE et FlgG montre une différence 
de rotation de 7° entre leur domaine D1. (c) L’hélice α en N-terminale est plus longue de 5 Å chez FlgD que chez FlgE. 
En cyan le coude et en magenta la tige, C : canal central, échelle de taille 50 Å (Fujii et al. 2017) 
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2.1.4. Passage des unités associées au coude vers celles du filament  

Il existe deux types d’unités, celles appartenant à la classe des unités associées au coude 

soit FlgD, FlgE et FliK et celles de la classe des unités associées au filament FlgK, FlgL, FliD et FliC. 

Le changement de spécificité se produit lorsque le coude a atteint une longueur bien définie 

(Hirano et al. 1994). Dans le cas d’un défaut au niveau du changement de spécificité, des 

phénotypes avec de longs coudes appelés « poly-coudes » apparaissent (Patterson-Delafield et 

al. 1973). Deux protéines sont au moins impliquées dans ce changement : FliK et FlhB. Une 

interaction entre le domaine C-terminal de FliK et le domaine C-terminal de FlhB permet le 

changement de spécificité. 

FliK possède une région N-terminale désordonnée (FliKN) et une région C-terminale très 

compactée (FliKC) avec une queue désordonnée (FliKCT) (Kodera et al. 2015; Minamino et al. 2004; 

Mizuno et al. 2011). De manière analogue à YscP homologue de FliK chez l’injectosome de 

Yersinia (Journet et al. 2003), l’insertion et la délétion d’acides aminés au niveau de FliKN induit 

une augmentation ou une diminution de la longueur du coude d’environ 0,2 nm par acide aminé 

(Shibata et al. 2007). Ainsi, FliK peut être considéré comme une règle moléculaire du coude. FliK 

est sécrété de manière intermittente, dont la vélocité de sécrétion permet de déterminer la 

bonne taille du coude (Figure 43) (Erhardt et al. 2011). La sécrétion de FliK est d’autant plus 

rapide que les coudes sont courts. Par High-Speed AFM, la structure de FliK s’assimile à 2 boules 

(Kodera et al. 2015). Les protéines exportées à l’intérieur du flagelle sont dépliées, la re-

conformation de leur domaine N- désordonné est plus ou moins rapide en fonction de la longueur 

du coude naissant. Ainsi, lorsque le coude atteint la bonne longueur, le temps nécessaire au re-

compactage, permet de laisser suffisamment de temps pour FliKC d’interagir avec FlhBC (Kodera 

et al. 2015). D’autre part, les associations de FliKN avec FlgE et FlgD sont d’autant plus 

importantes que le coude est long, permettant, par conséquent, de ralentir la progression de FliK 

dans le coude (Erhardt et al. 2011). 

 

Figure 43 : Mécanisme intermittent de sécrétion régissant la taille du coude (Erhardt et al. 2011) 
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FlhBC possède une séquence très conservée « NPTH » pour les résidus 269-270, 

correspondant à une boucle flexible localisée entre FlhBCN et FlhBCC. Le clivage auto-catalytique 

entre les résidus Asn-269 et Pro-270 se produit par un mécanisme de cyclisation de Asn-269 

(Ferris et al. 2005). Celui-ci est indispensable pour le changement de spécificité, puisque la 

mutation Asn-269-Ala empêche l’auto-clivage de FlhBC entraînant ainsi un phénotype poly-

coudes (Fraser et al. 2003). FliKC interagit avec FlhBC auto-clivé pour entraîner son réarrangement 

conformationnel. Les résidus 301-350 de FliKC et les 5 derniers résidus de FliKCT sont importants 

pour le changement de spécificité (Minamino et al. 2006). En particulier Val-302 et Ile-304, 

résidus cachés à l’intérieur de la structure compactée de FliKC, interagissent directement avec 

FlhBC grâce à l’éloignement de FliK dans le coude naissant, qui provoque le déroulement de la 

protéine et l’exposition de ces résidus (Kinoshita et al. 2017). Concernant les 5 derniers résidus 

de FliKCT, ils  pourraient assurer une conformation adéquate de FliK pour son interaction avec 

FlhBC (Kinoshita et al. 2017).  

La délétion du sous-domaine D4 de FlhAC entraîne l’export des substrats de type filament 

avant la structure finale du coude (Hirano et al. 2009). L’interaction entre FliKC et FlhBC pourrait 

donc induire une modification de conformation chez FlhAC, qui serait l’étape contrôlant 

directement le changement de spécificité des substrats (Terahara et al. 2018).  

 

2.1.5. Jonction Coude-Filament 

Les protéines associées au coude, FlgK et FlgL, servent d’adaptateur entre le coude et le 

flagelle. En effet, les domaines D1 de FlgG et FlgE sont des structures β alors qu’il s’agit d’hélices 

α pour FlgK, FlgL, FliC et FliD. Le domaine D1 de FlgL présente des structures très similaires à FliC, 

notamment le rassemblement de 4 hélices α (Hong et al. 2018). Le domaine D1b de FlgK 

interagirait avec le domaine D2 de FlgE, tandis son domaine D2 s’associerait avec la partie 

supérieure du domaine D2 de FlgE et aussi avec FlgL (Bulieris et al. 2017). 

 

2.1.6. Filament 

Le filament est une structure tubulaire hélicoïdale rigide d’environ 20 nm de diamètre et 

peut s’étendre jusqu’à 15 µm à la surface cellulaire. Ce propulseur contient jusqu’à 20 000 unités 

d’une même protéine FliC, appelée flagelline.  

Chez S. enterica, la flagelline se compose de 4 domaines formant une structure ressemblant 

à la lettre grecque capitale gamma Γ. A la manière d’une épingle à cheveux, cette structure 



  Synthèse bibliographique 
   

65 
 

commence en N-terminale par D0, D1, D2, D3 puis revient à D2, D1 puis D0 en C-terminale (Figure 

44A) (Yonekura et al. 2003). Les domaines D0 et D1 sont densément empilés entre eux et 

stabilisent la structure par des interactions avec les unités voisines axiales et latérales. Un canal 

central de 20 Å de diamètre apparaît au centre de la structure. Concernant D2 et D3, ils sont bien 

séparés entre chaque unité axiale et sont exposés vers l’extérieur. Ceux-ci n’existent pas au sein 

de la flagelline de certaines espèces bactériennes. Pseudomonas aeruginosa et Burkholdeia 

pseudomallei ne possèdent pas de domaine D3, et Bacillus subtilis n’a ni domaine D2, ni D3 

(Nithichanon et al. 2015; W. S. Song, Jeon, et al. 2017; W. S. Song et Yoon 2014). Ces domaines 

variables confèrent la diversité antigénique, il existe plus de 60 sérotypes, pour exemple, chez E. 

coli (Fratamico et al. 2016).  

 

 

Figure 44 :  Schéma du filament flagellaire en all-atom et coarse-graining. (a) Structure de la flagelline (b) Vue de 
côté du flagelle, positionnement des monomères de flagelline le long de la ligne hélicoïdale 5, puis vue du dessus où 
les 11 protofilaments sont visibles. (c) Vue de côté des 11 protofilaments de droite sur une portion. Les protofilaments 
sont présentés sous des couleurs différentes (Arkhipov et al. 2006) 

 

Le filament peut adopter différents états conformationnels dus au polymorphisme de ses 

11 protofilaments (Figure 44B-C) (Maki-Yonekura et al. 2010). Ces états sont des mélanges 

coopératifs de protofilaments dits de gauche ou de droite, les protofilaments de gauche sont plus 

longs de 0,8 Å que les protofilaments de droite (I. Yamashita et al. 1998). Ils sont directement liés 

à la rotation CW ou CCW et induisent la courbure du flagelle (Turner et al. 2000). Le domaine D1 

de la flagelline serait à l’origine de ce phénomène (Vonderviszt et al. 1991).  

Le mécanisme d’assemblage du filament a suscité de nombreux désaccords, reposant sur 

la variation ou non de la vitesse de croissance en fonction du temps (Hughes 2017). Initialement, 
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il avait été observé que la vitesse de polymérisation du filament pouvait décroître avec le temps 

(Iino 1974). Cette observation a été par la suite contredite en démontrant que la vitesse de 

polymérisation chez E. coli était constante (environ 13 nm/min). Cette étude s’est intéressée la 

reformation du filament à la base de flagelles cassés. Différents marquages fluorescents ont 

permis de suivre la croissance des filaments repoussants (Turner et al. 2012). Le mécanisme de 

croissance en chaîne a été alors proposé afin d’expliquer la synthèse du flagelle. Les unités 

interagissent via leur extrémités N- et C-terminales pour former une chaîne de flagelline dans le 

canal central du filament. La cristallisation d’une unité au niveau de la coiffe donnerait l’énergie 

nécessaire pour faire avancer toute la chaîne (Evans et al. 2013). Cependant le canal central, qui 

mesure 2 nm de diamètre, n’est pas suffisamment large pour une association tête à queue entre 

deux sous-unités voisines. De plus, ce mécanisme ne prend pas en compte l’existence de sous-

unités de flagelline tronquées (Renault et al. 2017). Une récente étude utilisant différents 

marquages fluorescents pour donner lieu à des « flagelles arc-en-ciel », associés à des modèles 

mathématiques a permis d’identifier le mécanisme appelé injection-diffusion (Renault et al. 

2017). Celui-ci, repose sur l’injection de la flagelline par PMF suivie de sa diffusion dans la 

structure naissante, la vitesse de polymérisation passant de 100 nm/min au démarrage à environ 

20 nm/min (Figure 45). Ce mécanisme a été par la suite validé chez Vibrio alginolyticus et E. coli 

(M. Chen et al. 2017; Z. Zhao et al. 2018). Chez E. coli, cette vitesse est deux fois moins importante 

que chez S. enterica, et aussi plus variable. Cette fluctuation est due à des pauses observées chez 

E. coli, liées en partie à la quantité disponible de flagelline dans le cytoplasme (Z. Zhao et al. 

2018). 

 

Figure 45 : Mécanisme d'élongation du filament par le modèle d’injection-diffusion (Renault et al. 2017) 
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2.1.7. Coiffe du filament 

La coiffe du filament FliD est indispensable pour la formation du filament, puisque les 

mutants ∆fliD ne produisent pas de filaments et la flagelline se retrouvent dans le milieu extérieur 

(Homma et al. 1984). Cette protéine est associée au coude avec FlgK et FlgL, qui sont sécrétées 

avant la flagelline dans cet ordre FlgK, FlgL et FliD (Homma et Iino 1985). FliD se positionne à 

l’extrémité du flagelle, permettant d’éviter le relargage de la flagelline, et intervient dans sa 

polymérisation (Ikeda et al. 1993). En effet, FliD possède des domaines désordonnés à ses 

extrémités, qui sont responsables de son interaction avec le filament (Ikeda et al. 1993; 

Vonderviszt et al. 1998). Il se compose plus précisément de 3 domaines D1, D2 et D3 formant de 

la même manière que FliC une lettre Γ. Au niveau de la coiffe en elle-même, FliD s’organise en 

pentamère à la manière d’un tabouret à 5 pieds, dont D2 et D3 forment un plateau en forme 

d’étoile et D1 ses « pieds » (Maki-Yonekura et al. 2003; Postel et al. 2016; W. S. Song, Cho, et al. 

2017). Chaque branche du plateau est non pas formée par un monomère, mais par deux unités 

adjacentes via une interaction entre D2 et D3 (Postel et al. 2016).  
 

 
 

Figure 46 : Mécanisme de polymérisation de la flagelline orchestrée par la coiffe FliD et sa structure. (A) Mécanisme 
d’assemblage de la flagelline au niveau de FliD. La dernière protéine de flagelline ajoutée est précisée en jaune. (B) 
Structures cristallines de FliD chez Escherichia coli (ecFliD) formant un hexamère et chez Salmonella enterica formant 
un pentamère (stFliD), les domaines D1 chez stFliD n’ont pas été cristallisés. Chaque monomère FliD est exprimé 
d'une couleur différente montrant l'implication de deux monomères pour chaque branche (W. S. Song, Cho, et al. 
2017) 
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Lorsque la coiffe est enfouie dans le filament, une cavité visible en forme de L semblerait 

être l’emplacement de la flagelline suivante prête à être exportée (Yonekura et al. 2000). Les 

« pieds » de la coiffe présentent de fortes similitudes structurales avec les domaines D0 et D1 de 

la flagelline mais aussi avec FlgL (W. S. Song, Cho, et al. 2017). Ainsi, chaque « pied » se positionne 

entre deux unités de flagelline, conduisant à un espace entre elles. Cependant à cause de 

l’asymétrie entre les 5 « pieds » et les 11 protofilaments du flagelle, un « pied » doit adopter une 

conformation différente qui entraîne un double espace. Cet espace plus large permet 

l’incorporation d’une nouvelle unité de flagelline déplaçant, dans le sens contraire des 

protofilaments, le « pied » voisin et ainsi de suite (Maki-Yonekura et al. 2003; Yonekura et al. 

2000) (Figure 46A). 

Le nombre de sous-unités de FliD varie d’une espèce bactérienne à l’autre (Figure 46B). Par 

exemple, la coiffe chez E. coli et Pseudomonas aeruginosa est un hexamère, tandis que c’est 

tétramère chez Serratia marcescens (Cho et al. 2017; Postel et al. 2016; W. S. Song, Cho, et al. 

2017). Chez cette dernière, ce nombre plus faible entraîne une organisation plus étroite et de ce 

fait, une interaction supplémentaire entre les domaines D2 voisins. Connaissant le nombre de 

protofilaments et l’oligomérisation de FliD chez S. enterica, une règle a été introduite permettant 

de relier ces deux caractéristiques : 2N+1 = nombre de protofilaments,  où N est le nombre de 

sous-unités de FliD (Cho et al. 2017). La caractérisation du nombre de protofilaments chez E. coli, 

Pseudomonas aeruginosa et Serratia marcescens permettra de valider cette hypothèse.  

 

3. Assemblage et variabilité du flagelle sous contrôle des gènes 

Chez S. enterica et E. coli, plus de 60 gènes sont nécessaires pour l’assemblage et le 

fonctionnement du flagelle (J. Frye et al. 2006). Ils forment le régulon flagellaire qui se divise en 

3 classes selon leur hiérarchie transcriptionnelle, dépendant de l’assemblage et de 

l’environnement du flagelle (Figure 47A) (Kutsukake et al. 1990; Macnab 1992).  

 

3.1. Assemblage coordonné et sa régulation 

La classe I contient l’unique opéron flhDC avec 2 gènes flhD et flhC, qui forment le complexe 

FlhD4C2 promouvant l’action du facteur sigma 70 (σ70) pour activer l’expression des gènes de 

classe II (X. Liu et Matsumura 1994). Cette classe comporte principalement des gènes impliqués 

dans la structure du corps basal avec la tige suivie du coude. Lorsque ce dernier atteint la taille 
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adéquate, le facteur sigma 28 (σ28) déclenche la transcription de la troisième classe de gènes 

incluant les protéines associées au coude, la coiffe du filament puis la flagelline, mais aussi les 

protéines associées au chemosensing, notamment MotA, MotB et CheY. σ28 est transcrit à partir 

du gène fliA. Jusqu’à l’achèvement du corps basal et du coude, celui-ci est séquestré par l’anti-

σ28 FlgM (Ohnishi et al. 1992; Sorenson et al. 2004). A l’achèvement du coude, FlgM est sécrété 

vers l’extérieur, libérant ainsi σ28 qui active la dernière classe de gènes (Figure 47B) (Karlinsey, 

Tanaka, et al. 2000). σ28 en facilitant la sécrétion de FlgM, s’apparente à une chaperonne (P. D. 

Aldridge, Karlinsey, et al. 2006). 

 

 

Figure 47 : Assemblage coordonné du flagelle par le régulon flagellaire. (A) Opérons selon leur classe (Osterman et 
al. 2015). (B) Couplage de la régulation des gènes avec l'assemblage du flagelle (Chevance et Hughes 2008) 
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Les chaperonnes FliT, FliS et FlgN, en plus de protéger et d’amener leur substrat à l’appareil 

d’export, jouent un autre rôle dans la régulation de l’expression des gènes (Chevance et Hughes 

2008). Un élément critique dans cette régulation reste la balance entre σ28 et FlgM. FlgN 

augmente la traduction de FlgM de classe III (Karlinsey, Lonner, et al. 2000), tandis que FliS 

empêche la sécrétion de FlgM (Galeva et al. 2014; Xu et al. 2014). En particulier, FliS permettrait 

de prévenir la dégradation et la sécrétion de FlgM, en attendant la transcription de fliA qui se 

produit après celle de flgM (Galeva et al. 2014; Kalir et al. 2001). FliT agit en tant que régulateur 

négatif des opérons de classe II (Kutsukake et al. 1999). Le gène fliT appartient à l’opéron fliDST 

transcrit à partir des promoteurs de classe II et classe III. FliT se lie au complexe FlhD4C2 via FlhC, 

empêchant ce complexe de s’associer au promoteur de classe II. Il possède donc une fonction de 

facteur anti-FlhD4C2 (Yamamoto et Kutsukake 2006). En revanche lorsque le complexe FlhDC est 

déjà lié à l’ADN, celui-ci est insensible à la régulation de FliT (Claret et Hughes 2000). Il y aurait 

donc un chevauchement entre les sites de liaison avec FliT et l’ADN (C. Aldridge et al. 2010). 

D’autre part, FliT en formant le complexe ClpX-FlhD4C2-FliT améliore sélectivement la 

dégradation de FlhC par la protéase ClpXP (Yoshiharu Sato et al. 2014). 

 

3.2. La flagelline dans tous ses états 

La flagelline peut subir chez certaines espèces des modifications post-traductionnelles ou 

des variations de phase. 

Les flagellines glycosylées sont obtenues par ajout de glycanes au niveau des domaines 

exposés de la flagelline, par catalyse d’une glycosyltransférase. La glycosylation est 

principalement de type N au niveau du groupement amide des résidus d’asparagine, ou de type 

O pour le groupement hydroxyle des résidus de sérine et thréonine (Hayakawa et Ishizuka 2012). 

La glycosylation des flagellines d’Acidovorax avenae et Burkholderia cenocepacia leur permet de 

ne pas être détecté, respectivement par les récepteurs FLS2 et TLR5 (Hirai et al. 2011; 

Hanuszkiewicz et al. 2014). Elles échappent ainsi au système immunitaire de l’hôte, car la 

flagelline est reconnue par le récepteur TLR5 chez les animaux et FLS2 chez les plantes par le biais 

de flg22, un peptide bien conservé de la flagelline (Felix et al. 1999). Chez Pseudomonas ssp., 

l’absence de glycosylation de la flagelline impacte la virulence, même chez les phytopathogènes 

tels que Pseudomonas syringae pv. tabaci, où la glycosylation a un rôle d’éliciteur (Taguchi et al. 

2010; Arora et al. 2005). En revanche chez Campylobacter jejuni, la glycosylation de type O de la 

flagelline est indispensable pour la formation du filament et la motilité (F. Y. Y. Tan et al. 2015). 
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Un autre type de modification post-traductionnelle est associé à S. enterica, qui arbore un flagelle 

méthylé (Ambler et Rees 1959). fliB appartient aux gènes de classe 2 du régulon flagellaire et 

code pour une méthylase FliB qui catalyse la ɛ-N-méthylation des résidus de lysine (J. Frye et al. 

2006). FliB n’a ni d’effets sur la motilité, ni d’effets significatifs sur le swarming, et a donc un rôle 

supposé dans la virulence (Deditius et al. 2015). D’après une récente analyse génomique, les 

modifications post-traductionnelles, aussi bien la glycosylation que la méthylation, sont très 

répandues au sein des entérobactéries. En effet, les gènes impliqués dans la glycosylation de la 

flagelline ont été retrouvés sur plusieurs entérobactéries, telles que Plesiomonas ou Cedecea. De 

plus, des orthologues de fliB ont été identifiés chez certaines espèces de Yersinia, Enterobacter, 

Franconibacter et Pantoea (De Maayer et Cowan 2016). 

La variation de phase est bien connue chez S. enterica, et permet d’alterner entre deux 

types de flagellines FliC et FljB (Lederberg et Iino 1956). FljB est codé par l’opéron fljBA, qui 

produit également FljA, un répresseur de FliC. La variation de phase est contrôlée par un site de 

recombinaison de l’ADN, par le biais de la recombinase Hin (Figure 48) (P. D. Aldridge, Wu, et al. 

2006). Le promoteur de l’opéron fljBA se situe dans cette zone, donc lorsque FljA est produit, il 

inhibe l’expression de FliC. En revanche, à partir du moment où le promoteur est inversé, FljA 

n’est plus produit et l’expression de FliC peut avoir lieu. En plus d’aider à échapper au système 

immunitaire, l’une ou l’autre flagelline donne des avantages différents, FliC permet de coloniser 

davantage les cellules épithéliales, tandis que FljB octroît à la bactérie un temps de propulsion 

plus long (Horstmann et al. 2017). La variation de phase sur la flagelline a également été décrite 

chez E. coli (B. Liu et al. 2012). 

 

 

 

Figure 48 : Représentation schématique au niveau des gènes du fonctionnement de la variation de phase chez 
Salmonella enterica (Bonifield et Hughes 2003) 
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I. Liposomes 

1. Matériels et précautions 

L’ensemble des lipides provient soit de Sigma-Aldrich, ou soit de Polar Avanti, dans le cas 

contraire la provenance est indiquée. 

Toute la verrerie en contact avec les liposomes est nettoyée au préalable par un mélange 

sulfochromique pendant au moins 30 minutes. Ce mélange correspond à 4% (v/v) d’une solution 

saturée en bichromate de potassium (K2Cr2O4) dans de l’acide sulfurique concentrée (v/v). La 

verrerie est ensuite rincée 4 fois avec de l’eau MilliQ, séchée à l’étuve, puis stockée dans des 

récipients fermés à l’abri de la poussière. 

Pour les lames et lamelles en verre, qui sont celles typiquement utilisées en microcopie, 

elles sont tout d’abord dégraissées avec de l’éthanol absolu, avant utilisation du mélange 

sulfochromique. De même en fin de nettoyage, elles ne sont pas placées à l’étuve, mais rincées 

dans de l’éthanol absolu frais, puis séchées sous flux d’azote pour éviter les traces d’eau après 

séchage. 

Le tampon HEPES, utilisé avec les liposomes, se compose de 20 mM d’HEPES (acide N-2-

hydroxy-éthylpipérazine N’-2-éthanesulfonique) et 150 mM de NaCl à pH 7,4. Ce tampon est 

préparé toutes les semaines et est toujours filtré avant utilisation sur membrane poreuse avec 

une taille de pores de 0,22 µm (Unité de filtration 250 mL, Corning®). 

 

2. Formation des GUVs 

Les Vésicules Géantes Unilamellaires (GUV, pour Giant Unilamellar Vesicle) sont préparées 

d’après la méthode d’hydratation douce assistée par gel (Weinberger et al. 2013). Dans un 

premier temps, une solution aqueuse à 5% (w/v) d’alcool polyvinylique (PVA, pour polyvinyl 

alcohol) (w/v) avec 280 mM de sucrose est préparée, après dissolution du PVA sous forte 

agitation à 95°C. Pour les essais avec l’agarose standard et l’ultra-low melting agarose, des 

solutions à 1% (w/v) ont été utilisées. Des lamelles en verre ultrapropres sont placées et laissées 

10 min sous ozone (UV/Ozone ProCleanerTM, Bioforce Nanosciences) pour supprimer les 

potentielles contaminations organiques et permettre un meilleur étalement du PVA sur le verre.  

Ainsi, 200 µL de la solution de PVA sont étalés sur l’ensemble de chaque lamelle, à l’aide d’un 

cône de pipette autoclavé. Les lamelles sont déposées sur une plaque chauffante à 50°C, le temps 

du séchage complet du polymère, typiquement 30 minutes. Deux dépôts de 5 µL d’une solution 
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chloroformique de lipides à 3 mg/mL, réalisés au centre des lamelles sont étalés à l’aide d’une 

aiguille stérile, jusqu’à observation de l’évaporation du solvant. L’opération est renouvelée trois 

fois, puis les lamelles sont placées 1 h sous vide de manière à enlever les traces résiduelles de 

solvant. Un puits est ensuite collé sur chaque lamelle en formant un joint externe avec de la colle 

Araldite® (Huntsman Advanced Materials), en prenant garde qu’il n’y ait pas de contact entre 

cette colle et la future solution interne. Un volume de 500 µL d’HEPES est ajouté par puits, 

permettant l’hydratation des bicouches lipidiques superposées. Après une heure, les GUVs sont 

récoltées et sont soit stockées à 4°C ou transférées dans un autre puits non hydraté, ce qui 

permet de concentrer les GUVs sans avoir recours à une étape d’ultracentrifugation. 

  

3. Formation des autres liposomes 

Les autres liposomes de plus petites tailles sont obtenus par extrusion. Tout d’abord, une 

solution chloroformique de lipides est séchée sous forme de film, à l’aide d’un flux d’azote, puis 

celui-ci est laissé sous vide pendant 2 h pour enlever les traces de solvant. Le film est ensuite 

réhydraté et remis en suspension par vortex, jusqu’à atteindre la concentration désirée de 

lipides. La suspension de systèmes lipidiques multilamellaires obtenue est extrudée grâce à un 

extrudeur manuel à doubles seringues (Liposofast, Avestin Inc), contenant une membrane en 

polycarbonate poreux et dont les pores sont de diamètre contrôlé (Figure 49). La suspension 

subit 25 passages à travers ce filtre, afin d’homogénéiser les tailles des liposomes. Les liposomes 

d’une taille de 400 nm et 1 µm ont été obtenus à partir de pores de diamètre 400 nm, alors que 

des pores de diamètre 5 µm ont été utilisés pour les liposomes de 2 µm. Cependant pour les 

liposomes ne contenant pas de chaînes d’ancrage PEG greffées aux lipides, une étape de 

sonication supplémentaire a été indispensable pour atteindre un diamètre de 400 nm, à la suite 

de l’étape d’extrusion sur pores de même diamètre. L’amplitude de la sonde à ultrasons 

(Ultrasonic Processor Vibra Cell, Sonic Materials) a été réglée à 20% et l’échantillon a subi 2 min 

30 d’ultrasons.  
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Figure 49 : Fonctionnement d’une extrudeuse Liposofast. Un passage correspond à l’extrusion du contenu de la 
seringue dans un sens (Joseph et Bunjes 2012) 

 

4. Mesure de la taille et du potentiel zêta 

Pour les liposomes ayant un diamètre supérieur à 1 µm, la taille a été déterminée par 

observation en microscopie à épifluorescence, en mesurant les tailles sur des images contenant 

au minimum un total de 250 objets (pour le marquage des liposomes, voir III.1). En revanche pour 

une même localisation, plusieurs profondeurs de champs sont réalisées de manière à saisir aussi 

bien les petits liposomes, que les plus grands.  

Pour les liposomes dont la taille est inférieure à 1 µm, leur taille a été mesurée par diffusion 

dynamique de la lumière (DLS, Dynamic light scattering) (Zetasizer Nano ZS, Malvern 

Instruments). Cette technique repose sur la variation d’intensité de diffusion de la lumière en 

fonction du temps. En effet, les petites particules étant soumises au mouvement brownien, leur 

déplacement entraîne des changements d’intensité de diffusion plus réguliers que pour des 

particules de plus grandes tailles. Cette fréquence, propre à la taille des particules, permet 

d’obtenir le coefficient de diffusion transversale Dt, et par la suite le diamètre hydrodynamique 

des particules Dh, d’après l’équation de Stokes-Einstein ci-dessous (1) :   

 

(1) 𝐷ℎ =  
𝑘𝐵𝑇

3𝜋𝜂𝐷𝑡
 

Les autres paramètres sont connus : la constante de Boltzmann kB, la température T et la viscosité 

η. La distribution des tailles, et donc la polydispersité de l’échantillon, est également obtenue à 

l’aide d’algorithmes.  

L’appareil Nano ZS permet aussi de déterminer le potentiel zêta des liposomes. Il 

correspond au potentiel électrostatique régnant au diamètre hydrodynamique d’une particule, 

qui délimite autour de cette dernière, la couche d’ions immobiles due à des interactions 
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électrostatiques fortes, de la couche d’ions mobiles se diffusant autour de ce diamètre. Une fois 

la mobilité des particules déterminée à partir du champ électrique E appliqué et de la vitesse des 

particule υ calculée, l’application du modèle de Smoluchowski donne accès au potentiel zêta ϛ, 

d’après l’équation (2) avec une constante diélectrique ε et une viscosité du milieu η connues (Sze 

et al. 2003).  

(2) ϛ =  
𝜂𝜇𝑒

𝜀
  avec 𝜇𝑒 =  

𝜐

𝐸
 

 

II. Bactéries 

1. Souches bactériennes utilisées 

Tableau 2 : Récapitulatif des souches bactériennes utilisées durant cette étude, avec leur description et leur 
provenance. ST pour Salmonella enterica Typhimurium et O157:H7 correspond à un sérotype d’Escherichia coli 
entérohémorragique (EHEC). 

Désignation dans le manuscript Description Source 

O157:H7 WT 

TUV 93-0  
(Dérivée toxines Shiga 
négative de la souche 

EDL933) 

(Campellone et al. 2004) 

O157:H7 ΔfliC TUV 93-0 ΔfliC Eliza Wolfson 

O157:H7 ΔmotA TUV 93-0 ΔmotA Eliza Wolfson 

ST WT SL1344 WT (Horstmann et al. 2019) 

ST ΔflgKL 
SL1344 Δhin-5717::FRT 
(fliCON) ΔflgKL5739::FKF 

(Horstmann et al. 2019) 

ST ΔmotAB SL1344 ΔmotAB::tetra (Horstmann et al. 2019) 

ST FliC ON 
SL1344 Δhin-5717::FRT 

(fliCON) 
(Horstmann et al. 2017) 

ST FljB ON 
SL1344 Δhin-5718::FRT 

(fljBON) 
(Horstmann et al. 2017) 

ST ΔfliB SL1344 ΔfliB8191 (Horstmann et al. 2019) 

ST ΔflgKLΔfliB 
SL1344 Δhin-5717::FRT 

(fliCON) ΔfliB8191 
ΔflgKL5739::FKF 

(Horstmann et al. 2019) 

ST ΔmotABΔfliB 
SL1344 ΔfliB8191 

ΔmotAB::tetra 
(Horstmann et al. 2019) 
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2. Culture et motilité  

Les différentes souches d’EHEC O157:H7 et de ST ont été cultivées dans le milieu de culture 

LB (Lysogeny broth) (Sigma Aldrich). Il contient 1% de tryptone, 0,5% d’extrait de levure et 0,5% 

de NaCl (w/v). Généralement, les bactéries sont cultivées toute une nuit à 37°C à 100 rpm, pour 

prévenir la rupture de flagelles. La motilité est vérifiée sur milieu de motilité, composé de 1% de 

tryptone, 0,33% d’agar et 0,4% de NaCl (w/v). 

Pour toutes les expériences suivantes, cette culture est centrifugée à 2 000 g pendant 15 

minutes à 20°C (Allegra 64R, Beckman coulter). Le culot bactérien est resuspendu dans le même 

tampon que les liposomes, à savoir le tampon HEPES, et est ajusté à une concentration finale de 

108 UFC/ml. 

 

3. Flagelle et flagelline  

3.1. Extraction de flagelles 

 Une préculture, de quelques dizaines de millilitre de LB est préparée durant 24 h à 37°C à 

200 rpm. Cette préculture, est transférée le jour suivant dans de plus grands volumes de culture, 

typiquement 10 L. Cette fois-ci, la culture est agitée sous 80 rpm pour garantir la préservation du 

plus grand nombre de flagelles. Les bactéries sont ensuite collectées par une centrifugation à 

3 000 g durant 15 min à température ambiante (Avanti J-16XP, Beckman Coulter), puis 

resuspendues doucement dans un minimum d’eau MilliQ. Cette suspension bactérienne 

concentrée est placée dans un bécher sous agitation mécanique durant une heure, de manière à 

casser les flagelles de la surface des bactéries grâce la rotation du barreau aimanté. 

Ensuite, le contenu du bécher est dilué jusqu’à 40 mL avec du PBS (Phosphate Buffered 

Saline), puis centrifugé à 5 000 g à 4°C pendant 1h (Allegra X-15R, Beckman Coulter). Le tampon 

PBS contient 137 mM NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et de KH2PO4 avec un pH de 7,4. 

Le surnageant, qui contient les flagelles, est conservé tandis que l’opération est renouvelée 

jusqu’à ce qu’il n’y ait plus de culot visible. Une fois les surnageants regroupés, du sulfate 

ST FliC ON ΔfliB 
SL1344 ΔfliB8191 Δhin-

5717::FRT (fliCON) 
(Horstmann et al. 2019) 

ST FljB ON ΔfliB 
SL1344 ΔfliB8191 Δhin-

5718::FRT (fljBON) 
(Horstmann et al. 2019) 

ST “Marquage du flagelle” 
LT2 Δhin-5717::FRT 

fliC6500(T237C) 
(Paradis et al. 2017) 
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d’ammonium est ajouté afin d’obtenir une concentration finale de 40% (w/v). Après agitation et 

dissolution complète, les échantillons sont placés à 4°C toute une nuit, le temps de la 

précipitation des flagelles. Le lendemain, ceux-ci sont récupérés avec les mêmes paramètres de 

centrifugation que précédemment, les culots sont repris dans un minimum de PBS, typiquement 

quelques millilitres, et stockés à -18°C. 

 

3.2. Obtention de la flagelline 

La flagelline est obtenue à partir de flagelles par traitement chimique acide. Pour ce faire, 

de l’acide chlorhydrique à 1 M est ajouté jusqu’à obtenir un pH de 2. Le mélange est neutralisé 

une heure plus tard, par ajout d’une solution de NaOH à 1 M.  

 

3.3. Purification et concentration des échantillons de flagelle ou flagelline 

Les échantillons sont dialysés de manière à éliminer la présence résiduelle de sels, 

notamment le sulfate d’ammonium utilisé précédemment pour la précipitation des flagelles. Une 

membrane de dialyse en cellulose, ayant un seuil de rétention de 14 kDa, est réhydratée dans 

une solution d’EDTA à 0,5 M pH 8 durant 15 min à ébullition. L’EDTA est un agent chélatant 

permettant de capter les cations divalents, servant à la conservation de la tubulure de dialyse. 

Après plusieurs rinçages à l’eau MilliQ, la tubulure est conservée dans une solution d’EDTA à 5 

mM. 

Les échantillons de flagelle ou de flagelline ne représentant que quelques millilitres sont 

dialysés contre 1 L d’eau MilliQ. Après une nuit, le tampon de dialyse est changé, puis les 

échantillons dialysés sont récupérés en fin de journée.  

Tout le solvant aqueux est ensuite éliminé par lyophilisation (Alpha 1-4 LD plus, Martin 

Christ). Puis, les échantillons sont repris dans le tampon souhaité et au volume adéquat pour 

obtenir la concentration désirée. 

 

3.4. Vérification de la pureté par électrophorèse SDS-PAGE 

Les échantillons sont mélangés dans du tampon Laemmli 2X, composé de 20% de glycérol 

(v/v), 4% de SDS (w/v), 10% de β-mercaptoéthanol (v/v) et 0,02% de bleu de bromophénol (w/v) 

dans du tampon 125 mM Tris/HCl pH 6,8. Le mélange est ensuite chauffé à 100°C pendant 5 

minutes. Les gels de séparation et de concentration ont été préparés selon les formules ci-

dessous (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Composition des gels de séparation et de concentration utilisés pour le SDS-PAGE 

 

Acrylamide/ 

bis-acrylamide 

30 % 

SDS 5% 

(w/v) 

APS 10% 

(w/v) 
TEMED 

Tris-HCl 

1,5M  

pH 8,8 

Tris-HCl 

0,5M pH 

6,8 

Eau MilliQ 

Gel séparation 

(12%) 
2 mL 6,25 µL 50 µL 5 µL 1,3 mL  1,639 mL 

Gel 

concentration 

(4%) 

402 µL 37,5 µL 30 µL 3 µL  750 µL 1,778 mL 

 

Une échelle de poids moléculaire (Precision Plus Protein™ Dual Xtra Prestained Protein 

Standards #1610377, Bio Rad) a également été utilisée. Après dépôt, les échantillons migrent 

dans du tampon dénaturant Tris-glycine SDS pH 8,3 (0,25 M Tris, 1,92 M glycine et 0,1% SDS 

(w/v)) à voltage constant, avec une intensité pour 1 gel de 25 mA dans le gel de concentration, 

contre 35 mA dans le gel de séparation. Le gel est ensuite coloré au bleu de Coomassie (0,05% 

Bleu de Coomassie Blue R-250 (w/v), 10% acide acétique glacial (v/v), 40% éthanol (v/v) et 50% 

eau miliQ (v/v)), puis décoloré (10% acide acétique glacial (v/v), 40% éthanol (v/v) et 50% eau 

miliQ (v/v)) jusqu’à l’apparition des bandes de protéines. 

 

3.5. Dosage protéique par BCA 

Pour déterminer la quantité de flagelle ou de flagelline, le dosage protéique par acide 

bicinchonique (BCA, pour bicinchoninic acid) a été utilisé (Kit dosage, Sigma Aldrich). Le réactif 

est composé à 1,96% en volume d’une solution contenant des ions cuivre Cu2+ et d’une autre 

solution contenant du BCA avec un pH à 11,25 à 98,04% en volume. Lors du dosage, les protéines 

réduisent les ions Cu2+ en ions Cu+ dans un milieu alcalin, puis cet ion forme un complexe avec 2 

molécules de BCA de couleur pourpre. Ce dernier possède une absorption maximale à 562 nm, 

et dont l’intensité est proportionnelle à la quantité de protéines. Une courbe d’étalonnage est 

réalisée à partir d’une solution mère d’albumine de sérum bovin (BSA, pour bovine serum 

albumin) à 1 mg/mL, dans le même tampon que celui dans lequel se trouve l’échantillon à doser 

(Figure 50). Pour le dosage, 2 mL du réactif sont ajouté à 100 µL d’échantillon. Après agitation, 

les échantillons sont incubés pendant 30 min à 37°C, puis l’absorbance à 562 nm est lue 

(Spectromètre Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies). 
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Figure 50 : Courbe d'étalonnage du dosage protéinique par BCA à partir d’une gamme étalon de BSA 

 

 

III. Microscopie à épifluorescence 

L’observation en microscopie à épifluorescence a été faite grâce à un microscope inversé 

Leica DMI6000 B. Le montage entre la lamelle, préparée de différentes manières par la suite, et 

la lame est scellé à l’aide d’espaceurs de Parafilm fondu, permettant le maintien de la lamelle 

même en inversé (Figure 51). Pour ce faire, le montage est placé sur une plaque chauffante à 

120°C pendant 10 secondes seulement.  

 
 

Figure 51 : Montage microscope scellé avec du Parafilm, représenté en gris 

 

1. Marquage et immobilisation des liposomes  

Pour visualiser les liposomes par microscopie à épifluorescence, un fluorochrome couplé à 

un lipide NBD-PE (InvitrogenTM) a été ajouté dans la solution chloroformique de lipide à un ratio 
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de 2% molaire. Les longueurs d’onde d’excitation et d’émission du NDB-PE sont respectivement 

de 463 nm et 536 nm.  

Différentes méthodes d’immobilisation des liposomes, et ainsi différentes surfaces 

d’adsorption, ont été testées pour prévenir leur fusion sur le verre : 

- Or oxydé. Dans un premier temps, l’or est déposé sur une lamelle en verre grâce à un 

système de chambre à vide, dans laquelle le dépôt de métaux se fait par sublimation 

(Edwards model Auto 306). 1 nm de chrome suivi de 10 nm d’or sont déposés sur la 

surface de verre, le chrome servant de couche d’accroche à l’or. Les lamelles d’or sont 

ensuite placées dans un UV/ozoneur (UV/Ozone ProCleanerTM, Bioforce Nanosciences) 

durant 10 minutes, ce qui permet de créer une couche superficielle d’or oxydé. Après 

montage du système lame/lamelle, la solution de GUVs peut être déposée et les GUVs 

visualisées. 

- Couplage sur or via une liaison covalente amide. Les lamelles d’or sont assemblées au 

préalable avec les lames, puis laissées toute une nuit dans une solution de cystéamine 

hydrochloride à 0,06% (w/v) dans l’éthanol absolu, afin de former une monocouche 

autoassemblée d’aminoalkyls sur la surface. Les montages sont ensuite rincés avec 5 

volumes équivalents à l’inter-espace entre lame et lamelle, soit environ un total d’1 mL 

d’éthanol absolu, puis séchés sous flux d’azote. En parallèle, un mélange équivolume 

d’EDC à 0,1 M et NHS à 0,4 M est ajouté à la suspension de GUVs. Le volume de suspension 

employé est de 2,93 µL, de manière à avoir 50 µg EDC/cm². L’ensemble de ce mélange est 

déposé sur les lamelles et laissé au repos pendant 1 h, qui correspond au temps 

d’immobilisation des liposomes. Ensuite, 67 µL d’éthanolamine à 200 mM pH 8, 

correspondant à 1/3 du volume de l’inter-espace, est ajouté, puis incubé 10 minutes de 

manière à bloquer les sites non occupés par les liposomes. Pour finir, le montage est 

trempé à l’horizontal dans du tampon HEPES durant 20 minutes, avant d’observer les 

liposomes. 

- Caséine. Une solution à 3 mg/mL de caséine isolée de lait de vache a été insérée dans le 

montage et laissée pendant 5 minutes. Après plusieurs rinçages à l’eau MilliQ, les GUVs 

sont ajoutées et observées par microscopie (Witkowska et al. 2018).  

- Or nu. 3% massique de DSPE-PEG-PDP sont incorporés dans la solution chloroformique 

des lipides, utilisée pour la formation de liposomes. Cette molécule permet l’ancrage des 

liposomes directement par liaison covalente des molécules de soufre avec l’or. 



  Matériels et Méthodes 

82 
 

Pour l’observation de l’interaction des bactéries avec les GUVs, elles sont incubées au 

préalable 1 h avec les bactéries directement dans le montage ou très souvent dans un récipient 

séparé, puis tranféré dans le montage. 

 

 

2. Marquage des flagelles 

10 mL de LB Broth ont été inoculés avec la souche ST « Marquage du flagelle ». Après 24 h 

de culture, une centrifugation est réalisée à 2 500 g pendant 3 min (Allegra X-15R, Beckman 

Coulter). Le culot bactérien est repris dans 2 mL de tampon HEPES, puis 2 µL d’une solution stock 

de 10 mM d’Alexa Fluor™ 594 C5 Maleimide (InvitrogenTM) sont ajoutés. L’ensemble est incubé 

dans le noir pendant 30 min. Deux nouvelles étapes de centrifugation, cette fois-ci durant 2 min, 

sont effectuées pour éliminer le surplus de fluorochrome. Le culot final est solubilisé dans 1 mL 

d’HEPES. Au microscope à épifluorescence, les longueurs d’onde d’excitation et d’émission du 

fluorochrome Alexa Fluor™ 594 sont respectivement de 588 nm et 612 nm. 

 

 

IV. Mesure de l’adhésion bactérienne sur liposomes 

La mesure de l’adhésion bactérienne sur liposomes est réalisée dans des plaques 6 puits. 

Les lames de verre sont découpées manuellement aux dimensions de 1,9 x 2,5 cm, à l’aide d’une 

pointe diamant et nettoyées comme décrit précédemment (voir I.1), puis recouvertes d’or (voir 

III.1). Les lames d’or sont placées dans chaque puits sur un piédestal de 3 mm, découpé sur un 

cône de pipette au niveau du côté le plus large.  

Les liposomes sont préparés en parallèle par ajout de 3% massique de DSPE-PEG-PDP 

(Avanti polar) dans la solution chloroformique, car ce lipide est indispensable pour 

l’immobilisation covalente des liposomes sur l’or. Ensuite, 1 mL d’une solution de liposomes à 5 

µg/mL est déposé de manière homogène sur l’ensemble de la surface d’or. Après 1 h, 10 mL de 

tampon HEPES sont ajoutés doucement sur le côté de la lame, de manière à immerger tout le 

puits et à pouvoir enlever également le piédestal. Puis les liposomes non immobilisés sont 

éliminés en prélevant 8 mL dans chaque puits, ce qui permet de laisser un volume minimal de 

tampon pour garder la lame d’or immergée. 

Pour exposer les liposomes immobilisés aux bactéries, 5 mL d’une solution bactérienne 

dans le tampon HEPES à 108 UFC/mL (voir II.2) sont ajoutés, l’incubation dure 1 h. L’excès de 
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bactéries est enlevé par prélèvement de 5 mL et les bactéries non adhérentes sont détachés des 

liposomes en ajoutant 8 mL de tampon HEPES. L’ensemble du tampon présent dans les puits est 

ensuite éliminé par aspiration. 1 mL de PBS est ajouté dans les puits vidés et cette fois-ci les 

bactéries adhérentes sont détachées vigoureusement par aspiration-refoulement directement 

sur la surface d’or, afin de détruire les liposomes et libérer les bactéries attachées. Les 

échantillons sont dilués en série et déposés sur milieu de culture LB agar, sur lequel les bactéries 

seront dénombrées le jour suivant. Tous les tests d’adhésion ont été réalisés à 23 ± 2 °C, exceptés 

lorsque la température est précisée. Ce qui est le cas notamment pour le DOPC (Δ9-Trans), où la 

plaque 6 puits est placée dans une chambre thermostatique au cours de l’incubation entre les 

bactéries et les liposomes.  

 

V. Techniques basées sur la fluorescence 

Pour les mesures de fluorescence, le spectrophotomètre Cary Eclipse (Agilent, 

anciennement Varian) a été utilisé pour chacune des techniques citées ci-dessous. 

 

 

1. Polarisation généralisée du Laurdan 

La variation de l’ordre lipidique a été évaluée par polarisation généralisée d’une sonde 

fluorescente, appelée Laurdan (6-Dodecanoyl-N,N-diméthyl-2-naphthylamine). Une solution 

stock de 1 mM de Laurdan dans le DMSO est ajoutée à la suspension de liposomes, dans le but 

d’avoir un ratio de 20 molécules de phospholipides pour une sonde Laurdan. Ce mélange est 

incubé dans le noir pendant 30 minutes, puis est dilué dans du tampon HEPES jusqu’à une 

concentration finale de 5 µM pour le Laurdan et 100 µM pour les phospholipides. Pour le flagelle, 

des quantités croissantes ont été progressivement ajoutées au mélange Laurdan/liposomes. A 

chaque addition de flagelles, un temps d’incubation de 20 min dans le noir est appliqué avant de 

réaliser la mesure. La polarisation généralisée (GP) du Laurdan a été calculée d’après les 

intensités d’émission à 440 nm et 490 nm, suivant une excitation à 390 nm, selon l’équation 

suivante (3) : 

(3)  𝐺𝑃 =  
𝐼440 −  𝐼490

𝐼440 + 𝐼490
  (Parasassi et al. 1990) 
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2. Mesure de l’hydrophobicité grâce à la sonde Prodan 

L’hydrophobicité d’une surface protéique, ici des flagelles, a été mesurée selon le protocole 

modifié de Kato and Nakai, en utilisant la sonde fluorescente Prodan (N,N-Diméthyl-6-propionyl-

2-naphthylamine) (Kato et Nakai 1980). Une solution stock de 1 mM de Prodan dans du DMSO 

est utilisée, 8 µL sont ajoutés successivement à des échantillons contenant 1 mL de flagelles 

dilués dans du tampon HEPES. Après homogénéisation en pipettant, les échantillons sont incubés 

dans le noir pendant 10 minutes et l’intensité relative de fluorescence est relevée à 465 nm, la 

longueur d’onde d’excitation étant de 365 nm. La standardisation a été faite par le biais de la 

BSA. Les valeurs de surface d’hydrophobicité (So) ont été déterminées au moins deux fois de 

manière indépendante, contenant cinq concentrations différentes de flagelles, dont la moyenne 

de chacune provient de trois répétitions techniques. 

 

3. Anisotropie 

L’anisotropie du Laurdan et du Prodan a été utilisée pour déterminer la fluidité des 

bicouches de lipides en fonction de la température (Marczak 2009). Ces sondes sont ajoutées à 

la solution chloroformique de lipides avant la formation du film lipidique. Le volume ajouté de la 

solution mère 1 mM de sonde est calculé de manière à obtenir un ratio molaire de 40:1, 

respectivement des lipides et du Prodan. Par la suite, le protocole de formation des liposomes, 

ayant un diamètre de 2 µm, est identique à celui décrit dans la partie précédente (voir I.3). La 

suspension de liposomes est ensuite diluée dans une cuve de quartz, avec du tampon HEPES pour 

obtenir une concentration finale de 200 µM en lipides et 5 µM de sonde. Si besoin, l’échantillon 

est chauffé 30 min à la température souhaitée dans un bain marie avant la mesure de 

l’anisotropie. La valeur d’anisotropie r est calculée à partir de l’équation ci-dessous (4), et est 

directement donnée par le logiciel du spectrophotomètre :  

 

(4)  𝑟 =  
𝐼0 −  𝐺𝐼90

𝐼0 + 2𝐺𝐼90
     avec    𝐺 =  

𝐼90

𝐼0
 

I0 correspond à l’intensité mesurée par le polariseur en position parallèle à l’excitation, 

alors que I90 désigne l’intensité mesurée par un autre polariseur, cette fois-ci en position 

perpendiculaire. G est un facteur correctif totalement dépendant du spectrophotomètre, et qui 

correspond au ratio entre les deux intensités d’émission précédentes et permet de prendre en 

compte la différence de sensibilité de l’appareil entre les polariseurs. 
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4. Relargage de carboxyfluorescéine 

Une solution de 5(6)-carboxyfluorescéine (CF) (Sigma-Aldrich) à 50 mM est préparée dans 

du tampon salin HEPES. Cette solution est utilisée comme tampon d’hydratation pour les films 

de lipides, en vue de préparer des suspensions de liposomes à 2 µm, de concentration lipidique 

1 mg/mL. Ceci permet l’encapsulation de la CF à l’intérieur des liposomes. L’excès de CF est 

ensuite éliminé par deux ultracentrifugations successives à 200 000 g pendant 1h30 à 4°C 

(Beckman Coulter Optima L-100 XP). Le surnageant est éliminé à chaque étape et est remplacé 

par du tampon ne contenant pas de CF. Le dernier culot est resuspendu dans un volume donné 

de tampon HEPES, afin d’obtenir une concentration finale en lipides de 2,5 mg/mL.  

La dilution des liposomes contenant la CF est optimisée à chaque fois de manière à obtenir 

un signal important, tout en ne dépassant pas le seuil de saturation du détecteur du 

spectrophotomètre. Une suspension bactérienne à 108 UFC/mL dans du tampon HEPES est 

ajoutée à 1 mL de suspension de liposomes diluée, afin d’atteindre une concentration finale en 

bactéries dans la cuve de 106 UFC/mL. Sachant qu’à haute concentration, la fluorescence de la 

CF est éteinte, une fuite de CF hors du lumen des liposomes va conduire à son déquenching. Les 

sondes émettent à nouveau et leur fluorescence peut alors être suivie par mesure de l’intensité 

d’émission à 512 nm, par excitation à 492 nm. Les valeurs d’émission sont mesurées juste avant 

d’ajouter la suspension bactérienne, puis une heure après. Pendant l’expérience, les échantillons 

sont placés à l’abri de la lumière et sur un agitateur à bascule à faible vitesse, pour simplement 

éviter la sédimentation des bactéries non motiles et des liposomes. A la fin de l’expérience, tous 

les liposomes sont lysés après ajout de Triton X-100 à une concentration de 1% (v/v). Ceci permet 

de mesurer l’intensité maximale de fluorescence correspondant au relargage de toute la CF. 

Grâce à cette intensité maximale, le pourcentage de fuite en % est calculé, de manière à 

normaliser les résultats entre les échantillons. 

 

VI. Méthodes de quantification lipidique 

1. Dosage de Stewart 

Le dosage de Stewart permet de quantifier les phospholipides de manière simple et rapide, 

grâce à la formation d’un complexe coloré entre les phospholipides et le ferrothiocyanate 

d’ammonium (Stewart 1980). Il a été utilisé seulement pour le dosage de la phosphatidylcholine, 

étant donné que certains lipides ne peuvent pas être dosés, comme le phosphatidylglycérol.   
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Dans un tube à essai, 2 mL de chloroforme sont ajoutés à la suspension de liposomes, 

l’ensemble est vortexé durant 30 s pour faire passer les lipides de la phase aqueuse à la phase 

organique. 1 mL du réactif de Stewart, qui se compose de 2,7% de chlorure ferrique hexahydraté 

(FeCl3,6H2O) et de 3% de thiocyanate d’ammonium (NH4SCN) (w/v) dans de l’eau, est ajouté et 

mis en contact avec les lipides en vortexant pendant 1 min. Pour faciliter la séparation de phase, 

une centrifugation est réalisée à 470 g pendant 4 min à 4°C (5430 R, Eppendorf), la température 

basse permet de prévenir l’évaporation du solvant. La phase supérieure aqueuse est retirée, puis 

la phase organique est une nouvelle fois centrifugée. Celle-ci est finalement dosée à 488 nm 

(Spectromètre Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies), l’absorbance du complexe coloré étant 

proportionnelle à la quantité de phospholipides. La courbe étalon a été réalisée avec des 

solutions chloroformiques d’egg-PC (nom commercial pour un mélange de phosphatidylcholines 

extrait d’œuf) ayant une concentration connue, et dont le chloroforme a été préalablement 

évaporé sous flux d’azote (Figure 52). 

 

Figure 52 : Courbe d’étalonnage du dosage de Stewart à partir d’une gamme étalon d’egg-PC 

 

2. LC-MS 

2.1. Extraction lipidique 

Les lipides ont été extraits d’après une méthode modifiée de Bligh et Dyer (Bligh et Dyer 

1959). Pour ce faire, 375 µl d’un mélange de chloroforme/méthanol (2:1, v:v) contenant 1 mM 

de BHT (butylated hydroxytoluene) ont été ajoutés à 100 µL d’une solution aqueuse contenant 

les lipides. Le mélange a été vortexé durant 10-15 min puis, après ajout de 125 µL de chloroforme, 
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R² = 0,9975
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est à nouveau vortexé pendant 1 min. 125 µL d’eau sont ensuite introduits, suivi d’une rapide 

centrifugation de 5 s. La phase organique inférieure est collectée, séchée sous azote à 

température ambiante et stockée à -20°C. Cette extraction a permis de récupérer et concentrer 

les lipides provenant des cellules HT29 (voir VIII.2), mais également de purifier les lipides des 

GUVs pour s’affranchir de l’excès en sucrose avant les analyses en RMN (voir VI.4). 

 

 

2.2. Analyse LC-HRMS² 

La quantification des lipides a été réalisée par chromatographie haute résolution couplée 

à la spectrométrie de masse en tandem (LC-HRMS², pour Chromatography/High Resolution 

tandem Mass Spectrometry). Les lipides sont au préalable dissous dans 200 µL d’isopropanol. La 

chromatographie liquide (LC) a été réalisée d’après un protocole modifié d’Ulmer et ses 

collaborateurs (Ulmer et al. 2017). Une HPLC 1290 (Agilent Technologies) avec une colonne C18 

Hypersil Gold (100 x 2,1 mm, 1,9 µm, Thermofisher) à 50°C a été utilisée. La phase mobile se 

compose de 60:40 (v/v) acétonitrile:eau avec 10 mM de formate d’ammonium et 0,1% d’acide 

formique (solvant A) et 90:8:2 (v/v) isopropanol:acétonitrile:eau avec 10 mM de formate 

d’ammonium et 0,1% d’acide formique (solvant B). Le gradient se déroule comme suit pour le 

solvant A : 

- 0–2 min, 68% 

- 2–8 min, 60% 

- 8–10 min, 55% 

- 10–16 min, 50% 

- 16–22 min, 40% 

- 22–28 min, 30% 

- 28–35 min, 20% 

- 35–40 min, 0%.  

La colonne a été équilibrée pendant 6 min avec 68% de solvant A. Le débit a été réglé à 0,25 

mL/min et avec un volume d’injection de 2 µL. Les analyses LC-HRMS² ont été achevées en 

couplant le système LC à un spectromètre de masse Agilent 6538 (Agilent Technologies), un 

hydride quaternaire temps de vol (QToF, pour quadrupole time-of-flight). Le spectromètre de 

masse est équipé d’une double ionisation électrospray (ESI, pour electrospray ionization). La 

température de la source, le fragmenteur, le deuxième orifice (skimmer) sont respectivement 

réglés à 350°C, 150 V, 65 V. L’acquisition est réalisée en mode balayage complet entre 100 m/z 



  Matériels et Méthodes 

88 
 

et 1700 m/z, avec un scan de 2 spectres par seconde. Les ions parents sélectionnés sont 

fragmentés avec une énergie de collision fixée à 35 eV. Les scans ont été réalisés sur les six ions 

les plus intenses. Deux références internes de masse ont été utilisées pour la calibration in-run 

du spectromètre de masse (121.0509, 922.0098 en mode ion positif et 112.9856, 1033.9881 en 

mode ion négatif). Le logiciel MassHunter B.07 permet le contrôle des paramètres de la machine, 

en plus de l’acquisition et du traitement des données. Les spectres de masse ont été acquis aussi 

bien en mode ion positif, que négatif. 

 

2.3.  Traitement des données et annotation 

Les fichiers Agilent générés (*.d) sont convertis au format *.mzXML en utilisant MSConvert 

(Chambers et al. 2012). Les données des fichiers *.mzXML ont été traitées à l'aide de MZmine 2 

v2.37 (Pluskal et al. 2010). Le niveau de bruit était 2.103 pour MS1 et 0.100 pour MS2 en 

centroïde. Le générateur de chromatogramme a été utilisé avec un intervalle de temps minimum 

de 0,10 (min), un minimum de hauteur de 1.103 et une tolérance m/z de 5 ppm. La déconvolution 

du chromatogramme a été effectuée avec un algorithme de minimisation de recherche locale. Le 

seuil chromatographique était de 30,0% ; le minimum de recherche dans la plage des temps de 

rétention (RT) était de 0,05 min, avec une hauteur relative minimale de 5% et un ratio minimum 

de haut/bord pic de 2. La plage de durée du pic varie de 0,05 à 3 min. Les balayages MS2 ont été 

effectués avec une plage de tolérance de m/z de 0,05 Da et une plage de tolérance RT de 0,1 min. 

Les isotopologues ont été groupés en utilisant l'algorithme groupeur des pics isotopiques avec 

une tolérance m/z de 0,008 et une tolérance RT de 0,3 min. Une étape d’alignement de pic a été 

réalisée en utilisant le module d’alignement (tolérance m/z = 0,008, poids pour m/z = 50, poids 

pour RT = 50, tolérance absolue de RT 2 min). Le module de recherche de pic a été utilisé avec 

une tolérance d’intensité de 10%, une tolérance m/z de 0,008 et une tolérance de temps de 

rétention de 1,0 min. La liste des pics obtenus a été ensuite filtrée en utilisant un module de filtre 

des listes de pics avec un pic minimal dans une ligne de 2, un pic minimal dans un modèle 

d’isotope de 2 et en gardant seulement les pics du balayage MS2 (GNPS). La liste des pics a 

ensuite été exportée au format *.csv à l’aide du module "Exporter au fichier CSV". De plus, un 

*mgf a été exporté en utilisant le module : "export pour/soumis au GNPS". La liste des pics a été 

annotée grâce à une combinaison de 4 bases de données, GNPS (M. Wang et al. 2016), lipid blast 

(Kind et al. 2013), lipid match (Koelmel et al. 2017) and lipiDex (Hutchins et al. 2018). Les pics 

non annotés ont été éliminés. 
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3. GC-FID 
 

3.1. Transméthylation et libération des acides gras 

Les suspensions de liposomes sont au préalable lyophilisées (Alpha 1-4 LD plus, Martin 

Christ) durant une nuit. Au lyophilisat sont ensuite ajoutés : 

- 1 mL d’une solution à 5% d’acide sulfurique concentrée dans le méthanol (v/v)  

- 50 µg de BHT 

- 20 µg de triheptadécanoïne C17:0 TAG (Sigma Aldrich), en tant qu’étalon interne 

- 300 µL de toluène, comme co-solvent.  

L’ensemble est vortexé durant 30 s, puis chauffé à 90°C pendant 1h30, durant lesquelles la 

réaction de transméthylation se produit. Après refroidissement à température ambiante, 1,5 mL 

de NaCl à 0,9% (w/v) et 1 mL d’hexane sont ajoutés pour extraire les esters méthyliques d’acides 

gras (FAME, pour Fatty Acid Methyl Ester). Les flacons sont secoués vigoureusement et 

centrifugés rapidement pour faciliter la séparation des phases. La phase supérieure organique 

est transférée dans un nouveau tube et évaporée sous flux d’azote. Finalement, l’ensemble des 

FAMEs est récupéré avec 50 µL d’hexane, en pipettant plusieurs fois. 

 

3.2. Détermination de la quantité d’acides gras 

Un GC-2010 PLUS (Shimadzu) est équipé d’une colonne polaire de type DB23 et d’une 

injection en mode split 1:40. L’injecteur et le détecteur à ionisation de flamme ont été réglés à 

une température de 260°C. Concernant la température du four, celle-ci est programmée à 150°C 

pendant 3 minutes, puis avec une augmentation de 10°C par minute jusqu’à 240°C, qui est 

ensuite maintenue pendant 5 minutes.  

Avant les échantillons, un FAME 37 est injecté de manière à connaître et à attribuer un RT 

à chaque FAME, connaissant les 37 FAMEs de ce mélange. L’étalon interne C17:0 TAG permet de 

relier l’aire des pics à une masse d’acides gras. Par conséquent, la quantité totale pour chaque 

acide gras est réappropriée à chaque lipide, en fonction de leur composition en acide gras, et de 

leur proportion dans le mélange lipidique.  

 

 

4. RMN 1H 

Les lipides sont extraits au préalable par une méthode modifiée de Bligh et Dyer (voir 

VI.2.1). Les spectres RMN ont été enregistrés sur un appareil Bruker 400 MHz Avance III, équipé 

d'une sonde multi-noyaux liquide (BBFO, pour Broad Band Fluoreine Optimized) 5 mm. Toutes les 
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expériences ont été réalisées à température ambiante. Les programmes standard Bruker ont été 

utilisés (zg30, 2 s de temps d'acquisition, largeur spectrale de 20 ppm, 5 s de délai de relaxation). 

Au total, le signal est enregistré sur 3 096 points d'acquisition, ce qui conduit à une durée 

d'enregistrement de 6 heures par spectre. Après traitement des données, phasage, correction de 

ligne de base, l'aire des pics est déterminée par intégration. Le ratio molaire de chaque lipide est 

calculé à partir des valeurs relatives des intégrales, selon 3 méthodes : 

- à partir des rapports des intégrales de signaux isolés de chaque lipide du mélange 

- à partir de deux signaux superposés ayant des rapports d’intégrales différents au sein 

d’un même composé, notamment le rapport avec les protons éthyléniques 

- à partir d’un signal isolé et d’un signal superposé, l’intégrale du signal isolé est calibrée 

exactement au nombre de protons impliqués, permettant d’obtenir une intégrale du 

signal superposé prépondérée par la composition du mélange.  

 

VII. Simulation moléculaire dynamique et corrélation 

Dans chaque système, 128 molécules de lipides au total sont placées dans une boîte 

d’hydratation. Pour chaque mélange, un ratio de 38:26 pour lipide étudié:POPC a été utilisé pour 

chaque monocouche, pour créer le contenu lipidique désiré de 60:40. 150 mM de NaCl d’ions 

ont été ajoutés pour neutraliser le système et atteindre les concentrations physiologiques. Les 

systèmes sont minimisés, puis simulés pour 500 ns à 293,15 K, avec un barostat semi-isotrope 

appliqué dans la direction xy à l’aide du logiciel Amber, en utilisant les champs de force lipid17 

pour les lipides et tip3p pour les ions et l’eau. Les derniers 200 ns de chaque simulation ont été 

évalués. 

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant une version 3.6.1 et une version 1.2.1, 

respectivement des logiciels R et R studio. Les matrices de corrélation avec différentes propriétés 

de la membrane et les adhésions bactériennes correspondantes sont développées en utilisant la 

librairie R “Hmisc”. Une matrice du coefficient de corrélation de Pearson (PCC) a été calculée pour 

toutes les paires de colonnes possibles d’une matrice. PCC mesure la corrélation linéaire entre 

deux variables données. Suivant le modèle de Cauchy-Schwarz pour l’inégalité, la corrélation a 

une valeur comprise entre +1 et -1, où +1 est une corrélation totale positive linéaire, 0 est une 

corrélation non linéaire et -1 est une corrélation totale négative (Aldaz et al. 2015). La 

visualisation graphique de la matrice de corrélation a été générée en utilisant les progiciels 

“corrplot” and “PerformanceAnalytics”. 
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VIII. Quantification de l’adhésion bactérienne in vitro 

1. Culture cellulaire HT29 

Les cellules cancéreuses coliques HT29 ont été obtenues à partir de collection américaine 

de culture de tissus (ATCC, pour American Tissue Culture Collection). La lignée cellulaire a été 

maintenue à 37°C dans 5% CO2, dans un milieu McCoy modifié avec : 

- 10% de sérum de veau fétal décomplémenté (30 minutes à 56°C) 

- 2 mM L-glutamine 

- 1% streptomycine/pénicilline.  

Les cellules ont été utilisées entre les passages 15 et 20. Elles ont été cultivées sur des boîtes de 

24 puits, à une concentration de 4.104 cellules par puits, dont le milieu de culture a été changé 

tous les jours. 

 

2. Incorporation des acides gras et adhésion bactérienne 

Des solutions mères à 200 mM d’acides gras palmitique (C16:0) et linolénique (C18:3) sont 

préparées dans l’éthanol absolu. Après 3 jours de culture cellulaire, les solutions d’acides gras 

sont diluées dans le milieu de culture, pour atteindre une concentration finale de 100 µM. Au 

préalable, le milieu de culture a été renouvelé 1 à 2 heures avant.  

Les cellules ont incorporé la plus grande quantité d’acides gras après 6 h de culture sur des 

cellules non confluentes (Habermann et al. 2009). Une journée après l’introduction des acides 

gras, le surnageant est éliminé et 2.107 bactéries contenues dans 250 µL de PBS sont ajoutés. 

L’incubation dure 30 min à 37°C dans l’étuve à cellules eucaryotes. Puis, les cellules sont rincées 

deux fois avec du PBS, puis traitées et décollées avec de la trypsine-EDTA. Suite aux dilutions 

successives, les échantillons sont déposés sur LB agar pour dénombrement bactérien.  

 

 

IX. Résonance Plasmonique de Surface 

1. Liaison avec une bicouche lipidique  

L’affinité de la liaison entre la flagelline H7 et une bicouche de phosphatidylcholine a été 

mesurée en déterminant la constante de dissociation KD de l’interaction, par spectrométrie de 

résonance plasmonique de surface (SPR) grâce à un banc optique en configuration de 

Kretschmann (Rossi et al. 2003). Une bicouche de phosphatidylcholine supportée et découplée 



  Matériels et Méthodes 

92 
 

du support est formée par couplage amide entre une surface d’or recouverte d’une monocouche 

de cystéamine et un lipide d’ancrage. Le lipo-polymère d’ancrage utilisé ici est le DSPE-PEG3400-

NHS, il est constitué d’un lipide DSPE, sur la tête polaire duquel est couplé un poly(éthylène)glycol 

de 77 unités, lui-même lié à un ester N-hydroxysuccinimide (NHS). 
 

 

 

Figure 53 : Schéma de formation de la bicouche découplée du support par des chaînes PEG. Les vésicules composées 
d’egg-PC ou POPC et de DSPE-PEG3400-NHS s’ancrent sur la surface fonctionnalisée présentant des amines primaires 
à la surface. La déstabilisation de vésicules conduit à la formation de la bicouche supportée sur pilotis de PEG (le 
schéma n’est pas représentatif de la densité de PEG). 

 

La formation de la bicouche supportée est schématisée Figure 53. Des vésicules d’egg-PC 

contenant la molécule d’ancrage à 5% massique (suspension de vésicules à 1 mg/mL dans du 

tampon HEPES) sont déposées sur la surface fonctionnalisée. La molécule d’ancrage se lie au 

support d’or fonctionnalisé, puis la déstabilisation spontanée des vésicules aboutit à la formation 

d’une bicouche. Au préalable, les vésicules ont été formées par extrusion par passage à travers 

une membrane ayant des pores de 50 nm de diamètre. Egalement, la surface en verre est 

recouverte de 2 nm de chrome, puis de 47 nm d’or (pour le dépôt d’or, voir III.1). La bicouche 

formée est découplée de 3-4 nm de la surface d’or grâce aux chaînes PEG des lipides d’ancrage 

(Rossi et al. 2007).  

En SPR, la grandeur mesurée et exploitable est la réflectivité. Le profil de réflectivité obtenu 

en fonction de l’angle du faisceau laser incident pour une couche de chrome de 2 nm et d’or de 

47 nm est le suivant (Figure 54) : 
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Figure 54 : Spectre SPR de la réflectivité en polarisation TM et pour une longueur d’onde de 633 nm et un montage 
prisme en LaSFN9 (n=1,85) sur une lame de verre (n=1,514), 2 nm de chrome et 47 nm d’or vaporisé. Le milieu 
diélectrique a un indice de réfraction de 1,33. Le pic d’absorption est dû à la résonance plasmonique de surface. 
 

Quand la réflectivité est minimale, cela signifie que l’énergie est absorbée par le métal et 

qu’il y a excitation des plasmons. En effet, la résonance des plasmons de surface peut être 

considérée comme une oscillation collective du métal à l’interface entre ce métal et le milieu 

diélectrique, qui se traduit par une chute de la réflectivité du métal due à un transfert d’énergie 

entre le faisceau incident et l’onde de surface à l’interface diélectrique/métal. Un pic 

d’absorption localisé autour de l’angle de résonance est alors observé. Il existe une épaisseur du 

film métallique qui permet d’optimiser la résonance du plasmon. Les meilleurs résultats sont 

obtenus pour une épaisseur d’or de 47 nm, où toute l’énergie incidente est absorbée au niveau 

de l’interface et la réflectivité devient nulle.  

Les variations de l’angle minimum de ce pic d’absorption vont permettre de quantifier les 

perturbations se produisant près de l’interface. Les épaisseurs optiques des couches de 

molécules interagissant avec la surface métallique sont déterminées grâce au logiciel Winspall 

(Max-Planck Institute for Polymer Research, Mayence, Allemagne), dont le fonctionnement se 

base sur la résolution des équations de Fresnel. Les permittivités nécessaires au calcul de 

l’épaisseur des couches additionnelles sont :  

- pour la couche de chrome :  Cr= -3,12 + i 9,7, (domaine de variation autorisé pour la 

modélisation : permittivité réelle de -3,12 à -6,3 et permittivité imaginaire : de 18,3 à 9,7)  

- pour la couche d’or Au= -12,7 + i 1,4 (domaine de variation autorisé pour la modélisation : 

permittivité réelle de -12,7 à -9 et permittivité imaginaire : de 1,4 à 1,8).  

- la permittivité du diélectrique qui est le tampon de travail, 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 

pH 7,4 est de 1,78.  
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- la valeur de la permittivité est de =2,25 pour les couches de phospholipides et pour les 

protéines.  

Une courbe de réflectivité de référence, réalisée avant l’interaction des molécules avec la 

surface dans le tampon de travail, est tout d’abord modélisée grâce au logiciel Winspall. La 

détermination de l’épaisseur optique d’un film mince de permittivité connue est réalisée par 

incrémentation de l’épaisseur, due à la nouvelle couche additionnelle jusqu’à ce que la courbe 

modélisée se superpose à la courbe de réflectivité de référence, réalisée après l’interaction des 

molécules avec la surface dans le même tampon de travail. L’épaisseur optique donnée par le 

logiciel est exprimée en Å. Pour déterminer la quantité de protéines ou de lipides liés aux 

constructions, l’épaisseur optique est convertie en ng/mm², 10 Å correspondent à 1 ng/mm² 

(Knoll 1998). La sensibilité du dispositif présenté ici est de 1 Å, soit 10 ng/cm². 

Plusieurs concentrations de flagellines croissantes jusqu’à 5 mM ont été injectées sur la 

bicouche supportée. L’interaction a été suivie durant 1 h et la quantité de protéines ayant interagi 

avec la bicouche est évaluée, lorsque la courbe d’interaction atteint un plateau. Le calcul du KD a 

été réalisé avec le logiciel PRISM. 

 

2. Liaison avec la G-actine  

L’évaluation de la constante de dissociation KD de l’interaction entre la G-actine et la 

flagelline a été réalisée grâce à un Biacore T100 (GE Healthcare). La G-actine (AKL95, 

Cytoskeleton Inc.) a été préparée selon les recommandations du fabriquant, puis a été 

immobilisée sur une puce CM5 Séries S (GE Healthcare), qui se compose d’une matrice de dextran 

carboxyméthylé attaché de manière covalente à une surface d’or. L’immobilisation de 3 500 RU 

de G-actine s’est faite par couplage amine sur une des quatre pistes, selon la procédure suivante : 
 

Produit injecté Débit Durée 

Mélange équivolume de : 

- N-hydroxysuccinimide (NHS) à 0,1M 

- 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) à 0,4 M 

10 µL/min 10 min 

 G-actine à une concentration de 50 µg/mL, dans du tampon acétate de sodium à 

10 mM pH 4 avec : 

- 0,2 mM chlorure de calcium (CaCl2) 

- 0,2 mM d’adénosine triphosphate (ATP) 

5 µL/min 15 min  

Ethanolamine 1 M pH 8,5 10 µL/min 7 min 
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Une autre piste a été préparée, comme ci-dessus mais sans l’injection de G-actine. Le rôle de 

cette piste contrôle est de soustraire l’effet du tampon, qui provoque une augmentation du signal 

qui n’est pas due à la liaison avec le ligand.  

L’affinité de la flagelline H7 avec la G-actine a été mesurée grâce à une méthode type de 

l’appareil, qui mesure les cinétiques d’association et de dissociation. Cette méthode a été 

programmée avec les paramètres suivants : 
 

Produit injecté Débit Durée 

Flagelline H7 20 µL/min 800 s 

Tampon d’élution contenant : 

- 10 mM HEPES 7,4 

- 150 mM KCl 

- 0,02 mM CaCl2 

- 0,02 mM ATP 

- 0,001% Tween-20 

20 µL/min 700 s 

NaOH à 10 mM 5 µL/min 24 s 

NaOH à 10 mM 5 µL/min 24 s 

 

Plusieurs cycles de flagelline avec des concentrations croissantes de 0,25 à 200 µM ont été 

réalisés à 25°C. Pour préparer la gamme de concentration, la solution mère de flagelline H7 a été 

diluée avec le tampon d’élution. Entre chaque cycle, une étape de régénération comprenant 

deux injections de NaOH est nécessaire pour décrocher toute la flagelline liée, de manière à ce 

que le cycle suivant se fasse sur une surface identique au cycle précédent. Au final, l’ensemble 

des réponses de liaison à l’équilibre pour chaque concentration est tracé, puis un modèle 

d’affinité à l’état d’équilibre pour un complexe 1:1 est tracé, donnant accès à la constante de 

dissociation KD.



 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats et Discussion
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I. Avant-propos 

L’objectif de ce travail de thèse a été, tout d’abord, de confirmer l’existence d’une 

interaction entre le flagelle bactérien et les phospholipides de la membrane plasmique et 

d’identifier les principaux paramètres mis en jeu. L’interaction du flagelle bactérien avec des 

phospholipides provenant de la membrane plasmique de plante a été précédemment étudiée 

par Chromatographie sur Couche Mince (CCM), ainsi qu’in planta (Rossez et al. 2014). Cette 

étude a permis de démontrer l’interaction du flagelle d’Escherichia coli Entérohémorragique 

(EHEC) O157:H7 sur les lipides de la membrane. L’hypothèse suggérée en conclusion de ce travail 

est que cette adhésion repose sur une interaction électrostatique entre le flagelle et les têtes 

polaires des phospholipides, étant donné que seuls les lipides testés non chargés ne se lient pas 

au flagelle. Cette thèse s’inscrit donc dans la continuité de ces travaux en apportant une 

approche complémentaire, qui utilise les modèles membranaires biomimétiques. Ces derniers 

ont pu être couplés à des techniques de caractérisation et de visualisation utilisant la 

fluorescence. De plus, un test d’adhésion spécifique intégrant ces modèles membranaires a été 

développé dans le cadre de cette thèse, afin de quantifier l’adhésion bactérienne sur les 

bicouches lipidiques dans des conditions contrôlées. Des informations apportées par des 

simulations bio-informatiques, ainsi que des tests d’adhésion bactérienne sur cellules in vitro 

viennent compléter les outils utilisés durant ces travaux. En plus d’EHEC O157:H7, Salmonella 

enterica Typhimurium (ST), une autre entérobactérie également à l’origine d’intoxications 

alimentaires, a été étudiée. 

Cette section Résultats et Discussion est divisée en quatre chapitres. Le premier abordera 

le choix du modèle biomimétique, ainsi que des preuves supplémentaires d’une interaction entre 

le flagelle bactérien et les phospholipides, par microscopie à épifluorescence et grâce au test 

d’adhésion développé. Le deuxième chapitre se focalisera sur le rôle des têtes polaires, 

notamment dans le contexte d’une potentielle interaction électrostatique. Les adhésions sur des 

lipides présentant des têtes variables, puis de leurs chaînes carbonées seront comparées. Puis 

l’hypothèse émise à la suite de ces résultats sera confirmée sur cellules in vitro. Le troisième 

chapitre s’intéressera de manière plus fine à l’interaction avec la membrane, en étudiant l’impact 

de l’adhésion sur l’ordre des lipides via la mesure de la polarisation généralisée de la sonde 

fluorescente Laurdan et, a contrario, l’impact de la méthylation du flagelle sur l’adhésion. De 

nouveaux paramètres seront alors identifiés et les niveaux d’adhésion variables sur des modèles 

biomimétiques, simulant des ségrégations lipidiques, montreront que le flagelle confèrerait à la 
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bactérie un atout dans l’adhésion sur les radeaux lipidiques, si leur présence sur la membrane 

est dans le future avérée. Pour finir, le quatrième chapitre récapitulera tous les paramètres clés 

des membranes de lipides étudiées tout au long du manuscrit, ainsi que des caractéristiques 

physiques apportées par des simulations par dynamique moléculaire. Toutes ces informations 

seront traitées par une recherche de corrélation, pour dégager les contributions respectives de 

chaque variable, ainsi que leur relation entre elles. Ce dernier chapitre se terminera par la 

présentation de résultats préliminaires portant sur une éventuelle interaction entre le flagelle et 

l’actine corticale. Chaque chapitre se terminera par une conclusion et une sous-discussion 

revenant sur les faits marquants de chaque chapitre avec un regard critique. 

 

 

II. Adhésion du flagelle bactérien sur les phospholipides de la membrane 

Ce premier chapitre est le point de départ de ma thèse, puisqu’il présentera brièvement le 

modèle biomimétique qui sera utilisé tout au long de mes travaux, puis des preuves 

supplémentaires de l’interaction entre le flagelle bactérien et les phospholipides de la 

membrane. Cette interaction sera observée dans un premier temps par microscopie, puis 

quantifiée grâce à la mise au point d’un test d’adhésion, spécialement créé pour utiliser ce 

modèle biomimétique en tant que support d’adhésion.  

 

1. Choix du modèle biomimétique et de son moyen d’obtention 

 

Le flagelle bactérien possède un diamètre de 20 nm et peut mesurer jusqu’à 20 µm de long 

(Macnab 2003), le choix du modèle biomimétique doit être adapté à ces dimensions. Les 

vésicules géantes unilamellaires (GUVs pour Giant Unilamellar Vesicles) sont des sphères 

lipidiques creuses mesurant des tailles supérieures au micromètre pour atteindre des tailles 

équivalentes aux cellules eucaryotiques, soit quelques dizaines de micromètres. En plus d’être 

formées par une bicouche lipidique qui est l’élément structural de la membrane plasmique, elles 

présentent une courbure similaire à celle de la membrane cellulaire eucaryote. La courbure 

membranaire est une caractéristique déterminante pour certaines interactions, par exemple elle 

peut être un facteur de ségrégation protéique (McMahon et Boucrot 2015). Plus précisément, 

certaines protéines transmembranaires, notamment le complexe formé par le chimiorécepteur 

TlpA chez Bacillus subtilis, possèdent une forme intrinsèque courbée expliquant leur préférence 
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pour la courbure, de la même manière que les protéines périphériques avec des domaines BAR, 

ayant une forme de croissant (Strahl et al. 2015). Par ailleurs, ces grandeurs communes avec la 

membrane font des GUVs un support adéquat pour étudier l’interaction de lipides directement 

avec des micro-organismes, en particulier l’invasion de Pseudomonas aeruginosa (Eierhoff et al. 

2014).  

Plusieurs méthodes existent pour former les GUVs (cf. Synthèse Bibliographie). Nous avons 

choisi la méthode d’hydratation assistée par gel. Celle-ci a l’avantage d’être facile et rapide à 

mettre en œuvre et de permettre l’utilisation de n’importe quelle composition lipidique, même 

en conditions physiologiques. Au cours des premières expériences, un mélange de 

phosphatidylcholines extrait d’œuf, nommé egg-PC d’après son nom commercial, a été utilisé. La 

sélection de ce mélange repose sur l’abondance première des phosphatidylcholines dans la 

membrane des cellules eucaryotes. Ce mélange a été caractérisé par LC-MS (Figure 55), afin de 

connaître précisément le profil et la proportion de l’ensemble des phospholipides contenus dans 

celui-ci.  
 

 

Figure 55: Composition lipidique des phosphatidylcholines présentes dans egg-PC, résolue par LC-MS. POPC, en 
rouge, possède une chaîne carbonée de 16 carbones sans insaturation et une chaîne carbonée de 18 carbones avec 
1 insaturation, celles-ci sont respectivement désignées entre parenthèse par 16:0 et 18:1. Leur combinaison donne 
ainsi le PC 34:1, le composé majoritaire de ce mélange. 

 

Dans la technique d’hydratation assistée par gel, plusieurs gels ont démontré leur capacité 

à former des GUVs, comme l’ultra-low melting agarose qui possède une température de gel 

inférieure à l’agarose standard (Horger et al. 2009). Un autre gel largement répandu est l’alcool 

polyvinylique (PVA, pour Polyvinylic Alcohol), qui peut être utilisé en présence ou non de sucrose 

pour faciliter le détachement des lamelles lipidiques entre elles, en particulier avec certains 

mélanges de lipides (Weinberger et al. 2013). Ces gels ont été testés dans nos configurations et 

conditions expérimentales dans du tampon salin HEPES (20 mM HEPES pH 7,4 ; 150 mM NaCl). 
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La bonne formation des GUVs et la distribution des tailles sont observées au microscope à 

épifluorescence (Figure 56). Au préalable, un lipide fluorescent composé de DPPE (1,2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) conjugué à un fluorochrome NBD, le NBD-PE, 

est ajouté à la solution chloroformique d’egg-PC avant la formation du film lipidique. L’ajout de 

ce lipide, en proportion molaire de 2%, sera effectué tout au long de ces travaux à chaque fois 

qu’il sera nécessaire de visualiser des liposomes. L’observation des GUVs, directement dans les 

puits de formation, permet de voir le détachement des vésicules du fond de la lame, puis les 

liposomes détachés en suspension (Figure 56A). Comme décrit dans la littérature, l’agarose 

standard ne nous permet pas d’obtenir de GUVs, contrairement à l’ultra-low melting agarose et 

le PVA (Figure 56B-C) (Horger et al. 2009; Weinberger et al. 2013). De même, l’ajout de sucrose 

permet d’obtenir une concentration plus importante de liposomes en suspension, donc 

détachés. En effet, la pression osmotique induite par l’ajout de sucre améliore la répulsion entre 

les lamelles lipidiques, qui est d’autant plus difficile à obtenir lorsque le lipide n’est pas chargé 

(Tsumoto et al. 2009). Toutefois, l’utilisation de l’ultra-low melting agarose présente un 

inconvénient par rapport au PVA, puisqu’une partie de celui-ci est encapsulée dans les liposomes 

formés (Lira et al. 2014). Notre choix de méthode de formation des GUVs s’est, par conséquent, 

porté sur le PVA en présence de sucrose. 

 

 
 

 

Figure 56 : Formation de GUVs egg-PC par hydratation assistée par gel. Les images sont prises dans les puits de 
formation schématisés en (A), (B) au centre du volume de tampon et (C) au fond du puits. Les GUVs contiennent 2% 
molaire de NBD-PE et sont ainsi visibles en vert. 
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2. Visualisation de l’interaction entre bactéries et GUVs 

Etant donné que les tailles des GUVs et des bactéries sont de l’ordre du µm, ces objets 

peuvent être visualisés par microscopie sans difficulté. Contrairement aux GUVs, les bactéries ne 

sont pas marquées et sont seulement observables en microscopie de contraste de phase. Les 

GUVs ayant tendance à sédimenter, ne peuvent pas être visualisées classiquement entre une 

lame et une lamelle en verre, car elles risquent de fusionner en bicouches supportées au contact 

du verre (Figure 57A) (Brian et McConnell 1984). Plusieurs revêtements ont donc été testés, 

d’une part pour garder les liposomes intacts, et d’autre part pour définir les conditions optimales 

pour l’observation de l’interaction bactéries/vésicules.  

Un premier essai a été réalisé directement dans le puits de formation des GUVs, qui est 

revêtu de PVA. Malheureusement, les lipides déposés au préalable sur la couche de polymère 

entraînent une forte fluorescence en arrière-plan (Figure 57B). De plus, la configuration en puits 

provoque au fur et à mesure la dérive des liposomes vers les extrémités. Cette mobilité impacte 

énormément la qualité d’observation, qui de plus, n’est pas facilitée par la motilité des bactéries. 

Un substrat d’or a été ensuite utilisé, car il offre la possibilité d’ancrer les liposomes à sa 

surface. Nous avons donc effectué un couplage des GUVs sur une surface d’or fonctionnalisée 

avec des fonctions amines (cf. Matériels et Méthodes) via une liaison amide covalente. Pour ce 

faire, les liposomes ont été formés à partir d’un mélange de lipides contenant du DPPE 

présentant un groupement dodécanoyl avec une fonction acide carboxylique. Une fois 

l’immobilisation accomplie, très peu de liposomes ont pu être observés sur la surface, car la 

plupart d’entre eux ont été détériorées (Figure 57C). En effet les nombreux passages de solution, 

indispensables pour les différentes étapes du couplage amide, ont pu entraîner un flux trop fort 

dû à l’étroitesse du montage nécessaire à l’observation par microscope.  

Par la suite, une immobilisation par physisorption, ne nécessitant aucune manipulation 

supplémentaire, avec la caséine et l’or oxydé a été testée. Ces deux supports offrent une 

immobilisation suffisante des liposomes, par contre la caséine entraîne une adhésion non 

spécifique importante des bactéries sur le support, contrairement à l’or oxydé (Figure 57D-E).  

Finalement parmi toutes les surfaces de travail expérimentées, l’or oxydé regroupe nos 

critères pour une observation optimale à savoir, une immobilisation des liposomes, l’absence 

visible d’une interaction non spécifique avec le support et une intégrité des vésicules. Le couplage 

des GUVs à la surface d’or sera amélioré et expliqué ci-après (Figure 61) avec l’emploi d’un autre 

lipide d’ancrage.  



  Résultats et Discussion 

102 
 

  

 

Figure 57 : Visualisation de l’interaction entre bactéries et GUVs egg-PC sur différents supports : (A) verre, (B) PVA, 
(C) or-couplage amide, (D) caséine et (E) or-oxydé. Les bactéries sont visibles en contraste de phase. 

 

Pour observer l’interaction entre la bicouche lipidique et le flagelle bactérien, les GUVs sont 

incubées en présence d’une souche d’EHEC O157:H7 WT ou une souche mutante incapable de 

produire la flagelline, O157:H7 ∆fliC, comme contrôle négatif. La flagelline (FliC) est la protéine 

du filament qui constitue la majeure partie du flagelle (cf. Synthèse Bibliographique), par 

conséquent la délétion de ce gène entraîne l’absence de flagelles chez la bactérie. Ces 

phénotypes sont confirmés par un test de motilité, sur lequel seul O157:H7 WT produit un halo 

qui correspond au déplacement des bactéries (Figure 58).  
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Figure 58 : Comparaison de la motilité entre O157:H7 WT et O157:H7 ΔfliC à 37°C pendant 10 h. La motilité d’une 
bactérie est évaluée sur un milieu dit « de motilité », qui possède une teneur en agarose adéquate pour permettre le 
cas échéant à la bactérie d’évoluer dans ce milieu. L’avancée des bactéries motiles se traduit par un halo sphérique 
plus ou moins large, alors que celles non-motiles présentent une colonie en surface. La moyenne et l’erreur standard 
de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. La significativité 
est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : ***: P ≤ 0,001. 

 

Après une heure d’incubation des bactéries avec les GUVs, les échantillons sont déposés 

sur une surface d’or oxydé et visualisés au microscope à épifluorescence. Très peu de bactéries 

O157:H7 ∆fliC sont visibles autour des GUVs (Figure 59A), contrairement aux bactéries O157:H7 

WT, dont plusieurs d’entre elles peuvent être visualisées sur les GUVs (Figure 59B). Le flagelle 

semble donc être à l’origine de cette adhésion. 

 
 

  

Figure 59 : Interaction entre un GUV egg-PC avec EHEC O157:H7 (A) ∆fliC et (B) WT. Les cercles rouges montrent les 
bactéries autour du GUV. 
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Cependant, sur ces images, seul le corps de la bactérie est visible car le flagelle est trop fin 

pour être distingué. Pour visualiser le flagelle, une souche de Salmonella enterica Typhimurium 

(ST) possédant une substitution de thréonine en cystéine au niveau des domaines variables de la 

flagelline, a été utilisée. En effet, cette substitution permet d’augmenter le marquage 

spécifiquement sur le flagelle par réaction des thiols, en particulier les cystéines, avec le 

maléimide couplé à un fluorochrome Alexa Fluor® 594 (Figure 60A). Grâce à ce marquage, la 

liaison entre le flagelle et la bicouche lipidique est distinctement visible (Figure 60B). Le suivi, 

pendant plusieurs secondes, de cette interaction, permet de constater que le flagelle reste en 

contact avec la bicouche et continue d’évoluer autour du GUV (Figure 60C). Ainsi, l’interaction 

ne bloque pas la motilité de la bactérie, de même que la motilité n’empêche pas le contact 

constant avec la bicouche. 

 

 
 

Figure 60 : Interaction entre le flagelle de ST et les GUVs egg-PC. (A) Principe du marquage du flagelle. (B) Liaison 
de plusieurs flagelles sur une GUV. (C) Mouvement d’un flagelle sur une GUV, les images ont été prises à un intervalle 
de 3 secondes. 
 

 

 

3. Quantification de l’adhésion bactérienne sur liposomes 

L’interaction étant dynamique et les GUVs des objets tridimensionnels, l’utilisation de la 

microscopie ne permet pas de quantifier l’adhésion bactérienne précisément. Par conséquent, 

nous avons développé notre propre outil pour quantifier cette adhésion. Cette technique 

consiste en plusieurs grandes étapes récapitulées en Figure 61. Les liposomes sont tout d’abord 
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préparés en mélangeant les lipides avec un lipide d’ancrage, le DSPE-PEG-PDP qui comporte le 

lipide 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DSPE) couplé sur sa tête polaire à un 

PEG d’une masse molaire de 20 000 g/mol, soit 45 unités d’éthylène glycol, qui joue le rôle 

d’espaceur entre le support et la bicouche lipidique. Ce PEG est lui-même couplé à un 

groupement PDP contenant une fonction disulfure. L’atome de soufre formant avec l’or une 

liaison covalente, les liposomes sont ainsi directement immobilisés sans nécessité de 

fonctionnalisation l’or (Häkkinen 2012). Un rinçage avec du tampon est néanmoins nécessaire 

pour éliminer les liposomes non fixés. La surface occupée par les vésicules est ensuite mise en 

contact avec une suspension bactérienne durant une heure, puis rincée avec du tampon pour ne 

garder que les bactéries adhérentes sur les liposomes. Leur nombre est finalement déterminé 

par dénombrement sur milieu de culture, suite à une succession de dilutions. La méthode que 

nous avons développée est très flexible, car elle possède l’avantage de permettre l’utilisation de 

différents phénotypes bactériens, tailles de liposome, compositions lipidiques ainsi que d’autres 

conditions expérimentales.  
 

 
 

Figure 61 :  Les étapes de la quantification de l’adhésion bactérienne sur liposomes.  

 

A l’issue de chaque test d’adhésion, une concentration de bactéries exprimée en CFU/ml 

est obtenue en fonction de la quantité de GUVs déposée à l’étape 1 (Figure 61). Plus précisément 

les GUVs, lors de leur dépôt sur l’or, sont réparties sur une surface égale à 4,75 cm² (Figure 62). 

L’adhésion non spécifique sur le plastique du puits, dans lequel est placée la surface de 

liposomes, est toujours déduite des niveaux d’adhésion présentés. Cette valeur est tout 
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simplement mesurée dans des puits vides, en suivant les mêmes étapes que dans le cas d’une 

mesure d’adhésion sur liposomes (Figure 61). D’autre part, les bactéries sont prélevées au 

préalable sur un milieu de motilité, afin de s’assurer d’avoir les individus les plus motiles pour les 

expériences. 

 

Figure 62 : Immobilisation des liposomes sur lame d’or durant le test d’adhésion. (A) Vue d’une partie de la lame 
d’or recouverte de GUVs après (B) immobilisation et (C) rinçage. Le test d’adhésion se déroule dans des plaques 6 
puits classiquement utilisées en culture cellulaire en plastique, traité aux rayons gamma. 

 

 

3.1. Corrélation entre lipide et adhésion bactérienne 

Grâce à la méthode décrite ci-dessus, l’adhésion bactérienne sur des concentrations 

croissantes en vésicules géantes, toujours composées d’egg-PC et de DSPE-PEG-PDP à un ratio 

de 3% massique, a été établie. Cette gamme de concentrations est obtenue par dilutions 

successives d’une solution mère de GUVs, dont la concentration a été déterminée par dosage 

colorimétrique de Stewart (Stewart 1980). Après le dénombrement d’O157:H7 WT pour cette 

série de concentrations, une relation quasi-linéaire avec la quantité déposée de GUVs est révélée 

jusqu’à 5 µg (Figure 63A). Au-delà de cette quantité, une saturation apparaît. Celle-ci peut 

potentiellement provenir d’une occupation totale de la surface en vésicules déjà atteinte, ou d’un 

encombrement stérique des bactéries adhérentes sur les liposomes empêchant l’adhésion de 

plus de bactéries. Pour étudier ces hypothèses, la quantité de GUVs immobilisées a été 

déterminée pour 5 µg et 10 µg de liposomes déposés. Au final, la quantité immobilisée est 

doublée entre 5 µg et 10 µg déposés (Figure 63B). De ce fait, la saturation semble provenir plutôt 

d’un encombrement des bactéries à la surface des GUVs. Ce résultat montre aussi que 

l’interaction non spécifique sur l’or n’a pas une forte influence, puisque lorsque le nombre de 
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liposomes augmente, l’accès à la surface d’or diminue ce qui n’entraîne pas pour autant une 

diminution de l’interaction. 
 

 
 

Figure 63 : Relation entre la quantité de GUVs déposées et l’adhésion bactérienne. (A) Corrélation de la masse de 
lipides déposés avec la quantité de bactéries adhérentes. (B) Relation entre la quantité de GUVs egg-PC déposée et 
immobilisée. La moyenne et l’erreur standard de la moyenne ont été calculés à partir de trois expériences 
indépendantes. 

 

En plus d’avoir démontré une corrélation entre la quantité de liposomes déposés et 

l’adhésion bactérienne, cette expérience nous a permis d’établir la quantité optimale de 

vésicules à déposer. Travailler à 5 µg permet d’obtenir la réponse la plus élevée, tout en évitant 

de rajouter une quantité supplémentaire superflue de liposomes.  

 

 
 

3.2. Les bactéries flagellées adhèrent davantage que les non-flagellées 

Pour appréhender le rôle du flagelle dans l’adhésion bactérienne sur la bicouche lipidique, 

des tests d’adhésion sur GUVs ont été effectués avec des bactéries flagellées, flagellées non 

motiles et non flagellées chez O157:H7 et ST. Les mutants ∆motA et ∆motAB respectivement chez 

O157:H7 et ST sont tous deux non-motiles, puisque ces deux protéines composent les conduits 

à protons qui génèrent l’énergie servant à la rotation du flagelle (Figure 64). Quant au mutant 

∆flgKL chez ST, FlgK et FlgL sont les protéines jonction entre le coude et le filament et sont 

indispensables à l’assemblage du filament sur le coude, leur absence entraînant un défaut de 

flagelle (Figure 64).  
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Figure 64 : Tests de motilité pour (A) O157:H7 et (B) ST à 37°C pendant 7 h 

 

Que ce soit chez O157:H7 ou chez ST, l’absence de flagelles ou leur immobilité induisent 

une diminution significative de l’adhésion bactérienne (Figure 65A-B). Le manque de motilité 

affecte davantage l’adhésion de ST que d’O157:H7 (Figure 65A-B). Chez Salmonella, il existe une 

variation de phase, c’est-à-dire que le filament peut être constitué soit de la flagelline FliC, soit 

de la flagelline FljB (cf. Synthèse Bibliographie). WT correspond à un mélange de ces deux 

populations. Les individus, nommés FljB ON, n’exprimant que FljB adhèrent moins que les 

individus FliC ON n’exprimant que FliC. Etant donné que WT présente un niveau d’adhésion 

intermédiaire, la présence de FliC semblerait donner un avantage à la bactérie pour adhérer à la 

bicouche lipidique (Figure 65C). Plus généralement en comparant l’adhésion entre ces deux 

espèces bactériennes au niveau de la flagelline FliC, l’adhésion de FliC ON chez ST est au moins 

10 fois plus importante que celle de WT chez O157:H7. Cette différence est sensiblement moins 

élevée entre les deux souches non-flagellées. Par conséquent, le flagelle de ST possèderait donc 

un léger avantage par rapport à O157:H7 pour adhérer sur la bicouche lipidique. 
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Figure 65 : Adhésion de (A) EHEC O157:H7 et (B) (C) ST sur GUVs egg-PC. La moyenne et l’erreur standard de la 
moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. La significativité est 
évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : ***: P ≤ 0,001; **: P ≤ 0,005; *: P ≤ 0,05; NS : non 
significatif. 

 

4. Conclusion et sous-discussion 

Le bénéfice du flagelle dans l’adhésion sur des modèles biomimétiques composés de 

phospholipides a été aussi bien observé par microscopie, que mesuré par comparaison des 

niveaux d’adhésion avec un mutant dépourvu de flagelles, chez EHEC que ST (Figure 66). En outre, 

son implication dans l’adhésion sur une variété d’hôtes, que ce soit chez les mammifères ou chez 

les plantes, est très largement documentée (Rossez et al. 2015). Pourtant, l’interaction du flagelle 

avec des lipides a été rarement décrite (Rossi et al. 2019). Au niveau des phospholipides, 

plusieurs sérotypes d’E. coli incluant O157:H7 ont montré leur capacité à adhérer sur des lipides 

chargés négativement in planta (Rossez et al. 2014). La motilité du flagelle permet à la bactérie 

de se déplacer vers des endroits favorables, notamment en direction de composition lipidique 

de la membrane plasmique adéquate pour envahir l’hôte (Tawk et al. 2018). D’après nos 

résultats, la motilité est aussi un facteur pour adhérer sur la bicouche lipidique. Cependant, le 

manque de motilité s’avère plus impactant pour ST que pour O157:H7. Pourtant leur flagelle a 

une structure et une vitesse similaire, maximale à 300 Hz (Minamino et Imada 2015).  
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Figure 66 : Le flagelle et sa motilité augmentent l'adhésion bactérienne 

 

ST possède une variation de phase, ce qui aide la bactérie à échapper au système 

immunitaire, en alternant entre les flagellines FliC et FljB (Bonifield et Hughes 2003; Akira et al. 

2006). Toutefois, FliC démontre une légère meilleure adhésion sur les lipides et une habilité pour 

les bactéries à coloniser davantage les tissus intestinaux (Horstmann et al. 2017).  

Ainsi d’après les résultats présentés, le flagelle confère une adhésion supplémentaire sur 

la bicouche lipidique, exacerbée par la motilité. Ces conclusions, issues aussi bien de l’adhésion 

de ST que d’EHEC sur la bicouche lipidique, pourraient également s’appliquer plus largement à 

d’autres bactéries.  

 

 

III. L’agencement de la bicouche, paramètre clé de l’adhésion bactérienne 

via le flagelle 

Dans ce deuxième chapitre, nous avons cherché à comprendre le mécanisme d’adhésion 

du flagelle en modulant la composition lipidique de la membrane. En particulier, nous avons 

étudié la possibilité d’une interaction électrostatique entre le flagelle et les têtes polaires des 

lipides de la bicouche. Puis, nos investigations ont porté sur l’impact de la nature des chaînes 

carbonées sur l’adhésion bactérienne dans des modèles GUVs, puis au sein des membranes de 

cellules.  

 

1. Versatilité du test d’adhésion sur liposomes face à des compositions 

lipidiques diverses 

 

Une bibliothèque d’une dizaine de compositions lipidiques, dont les lipides possèdent des 

têtes polaires variables, a été constituée dans le but d’étudier l’effet de la nature de la tête 
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polaire sur l’adhésion d’O157:H7 WT. POPC a été choisi comme base pour tous les mélanges, car 

il s’agit du composé majoritaire d’egg-PC (Figure 55). De plus, sa présence dans les mélanges de 

lipides permet d’assurer une bonne formation des GUVs, tout en comparant l’influence du lipide 

majoritaire. En effet, certains lipides, à cause de leur géométrie propre, ne forment pas 

spontanément des bicouches en milieu aqueux (Frolov et al. 2011). Par exemple, PE possède une 

petite tête polaire, qui lui vaut une géométrie dite de cône inversé, qui est favorable à son 

association en phase hexagonale. Pour pallier ces limitations, de manière générale, nous avons 

travaillé avec des mélanges composés de 40% molaire de POPC et 60% molaire d’un autre lipide. 

La formation des vésicules géantes, par hydratation comme décrite précédemment, a été vérifiée 

par microscopie à épifluorescence (Figure 90, cf. Annexe des résultats). Dans le cas de MGDG, un 

lipide possédant une tête polaire neutre, cette proportion a été adaptée à 50% molaire, car un 

nombre insuffisant de GUVs était obtenu pour 60% molaire de MGDG. Cette difficulté pourrait 

provenir de la géométrie de ce lipide en cône inversé (Jouhet 2013).  

De plus, la composition lipidique des GUVs formées a été analysée par RMN 1H et comparée 

à celle du mélange lipidique théorique utilisé pour leur formation. Pour tous les mélanges, les 

proportions lipidiques initiales restent identiques après formation des GUVs (Tableau 5, cf. 

Annexe des résultats).   

De manière à pouvoir comparer l’adhésion entre GUVs de compositions différentes, celles-

ci doivent être immobilisées de la même manière et au même niveau de recouvrement de la 

surface d’or, quelle que soit leur composition lipidique. Pour ce faire, le taux d’immobilisation 

sur la surface d’or a été déterminé par GC-FID (Tableau 6, cf. Annexe des résultats). Au final, ce 

taux d’immobilisation est indépendant de la composition lipidique, puisqu’il est similaire d’une 

composition à l’autre et se situe aux alentours de 9-10%. Cette valeur correspond au pourcentage 

de GUVs immobilisées par rapport à la quantité totale de GUVs déposées. 

En s’intéressant aux caractéristiques des GUVs, nous nous sommes aperçus que la 

composition lipidique influe sur la taille moyenne des GUVs obtenues, variant pour nos mélanges 

de 6,5 µm à 10 µm (Figure 67A). La taille moyenne des GUVs est calculée à partir de la mesure 

de taille d’au moins 250 objets par microscopie, en prenant garde de réaliser plusieurs prises de 

vue dans la profondeur sur une même localisation, pour visualiser aussi bien les plus petits 

liposomes au fond de la lame que les plus gros, visibles moins profondément (Figure 67B). Cette 

variabilité pourrait de facto ajouter un facteur supplémentaire au niveau des résultats et 

complexifier leur analyse. De plus, nous avons observé qu’une même composition lipidique, à 
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savoir POPC seul, pouvait générer des GUVs de tailles moyennes variables. Cette variation de la 

taille viendrait donc des conditions expérimentales, en particulier du gel PVA qui est préparé 

extemporanément, car la présence de sucrose conduit au développement de micro-organismes. 

Pour évaluer si cette hétérogénéité de taille de quelques micromètres entre mélanges pouvait 

impacter significativement l’adhésion bactérienne, plusieurs préparations de GUVs constituées 

de POPC, de taille moyenne variable, ont été examinées. Finalement, pour une différence de 

taille moyenne proche de 2 µm, l’adhésion bactérienne sur ces deux populations de GUVs 

demeure similaire (Figure 67C). 

 

 
 

Figure 67 : Impact de la variabilité de taille des GUVs sur l’adhésion bactérienne. (A) Variation de la taille des GUVs 
en fonction de la composition lipidique. (B) Méthodologie pour déterminer la taille moyenne d’un échantillon de GUVs 
au microscope. (C) Adhésion d’O157:H7 WT sur deux préparations de POPC possédant des tailles bien distinctes, à 
savoir 7,6 µm et 5,7 µm. La moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à 
partir d’au moins 250 mesures. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit 
: NS : non significatif. 

 

Tous ces contrôles, au niveau de l’obtention des GUVs, de leur composition lipidique, de 

leur taux de recouvrement sur l’or, ainsi que l’indépendance de la taille vis-à-vis de l’adhésion, 

assurent l’acquisition de résultats robustes et comparables. Tous les nouveaux mélanges, qui 

seront introduits dans la suite de ce manuscrit, auront été étudiés de la même manière et ces 

résultats sont disponibles en Annexe des résultats.  
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2. Les têtes polaires, premiers contacts du flagelle avec la bicouche lipidique  

Les mélanges lipidiques, dont les caractéristiques ont été introduites précédemment, se 

distinguent par une tête polaire, qui leur confère leur charge (Tableau 4). Lorsqu’une structure 

colloïdale est en solution, comme un liposome, une double couche électrique formée par les ions 

du milieu l’entoure et confère un potentiel, appelé potentiel zêta. Ce dernier représente la charge 

réelle en solution de la particule, en l’occurrence la charge du liposome qui pourrait être à 

l’origine de l’interaction avec les bactéries. La détermination du potentiel zêta se réalise à salinité 

faible, car le champ électrique à appliquer pour dépasser l’écran de sels en milieu physiologique, 

ne serait pas supporté par les électrodes de mesure. De la même manière durant les tests 

d’adhésion, cet écran de sels forme une barrière contre les interactions électrostatiques le long 

des liposomes, qui gêne l’approche du flagelle. Cependant, le franchissement de cet obstacle 

peut être médié par la capacité du flagelle à tâtonner une surface (Friedlander et al. 2013). Cette 

proximité est favorable le cas échéant à une interaction électrostatique. La mesure du potentiel 

zêta à faible salinité permet de connaître la charge à la surface du liposome, lors de cet 

événement précis.   

Le potentiel zêta a été déterminé pour tous les mélanges, dans un tampon de nature 

identique à celui utilisé lors des tests d’adhésion, mais avec une salinité 100 fois moins élevée 

(Tableau 4). Plus une valeur est négative, plus la charge en surface est négative et au contraire, 

plus une valeur est positive plus la surface est chargée positivement. Les valeurs de potentiel zêta 

déterminées ici sont fidèles à celles trouvées dans la littérature dans les mêmes conditions (Freire 

et al. 2011; Ribeiro et al. 2012). 

 

Tableau 4 : Mélanges lipidiques pour l’étude de l’implication de la tête polaire dans l’interaction 
flagelle/phospholipides et de leur potentiel zêta. Le potentiel zêta a été déterminé dans un tampon HEPES salin (20 
mM HEPES pH 7,4 ; 1,5 mM NaCl). Lorsqu’une composition n’est pas précisée, celle-ci est de 60% molaire pour le 
lipide indiqué et de 40% molaire POPC 
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L’adhésion bactérienne d’O157:H7 WT a été comparée dans un premier temps entre POPC 

seul et en mélange avec POPE ou POPG, respectivement POPC:POPE et POPC:POPG. POPC et 

POPE sont des lipides zwitterioniques, contrairement à POPG qui possède une charge négative 

net. Lorsqu’une partie de POPC est remplacée par POPG, l’adhésion est significativement réduite 

(Figure 68A). Cette même diminution est observée également pour le mélange POPC:POPE, bien 

que POPE et POPG ont un potentiel zêta bien différent (Tableau 4). En revanche, la tête polaire 

PE possède la particularité d’être plus petite que PC et PG, ce qui entraîne davantage d’espace 

entre les lipides (Pécheur et al. 2002). 

Ensuite, nous avons décidé de tester un lipide possédant une charge net positive, n’existant 

pas à l’état naturel, le lipide de synthèse DOTAP. Ce lipide possède deux acides oléiques, 

contrairement aux lipides précédemment utilisés qui sont constitués d’un acide palmitique et 

d’un acide oléique. Dans le cas de DOTAP, la présence d’une insaturation supplémentaire sur la 

seconde chaîne grasse induit un deuxième coude, qui gêne stériquement le rapprochement des 

lipides dans la bicouche et provoque donc un écartement plus important au niveau des têtes 

polaires. L’écartement des têtes polaires pouvant être un potentiel facteur de l’interaction entre 

le flagelle et la bicouche lipidique, l’adhésion bactérienne sur DOTAP a donc été comparée avec 

celles sur des lipides qui possèdent les mêmes acides gras que DOTAP. Finalement, aucune 

différence d’adhésion entre POPC:DOPC, POPC:DOPE et POPC:DOPG, de même qu’avec 

POPC:DOTAP n’est visible (Figure 68B). A noter, ces niveaux d’adhésion sont tous néanmoins 

moins élevés que celui observé précédemment sur POPC seul. Ainsi, ces résultats montrent qu’en 

fonction de la nature des chaînes carbonées, l’adhésion sur une même tête polaire diffère. 

 

Figure 68 : Adhésion d’O157:H7 WT sur GUVs avec des compositions lipidiques variant au niveau des têtes polaires. 
La composition molaire de chaque mélange est de 60% pour le lipide indiqué et de 40% pour POPC. La moyenne et 
l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. 
La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : ***: P ≤ 0,001; **: P ≤ 0,005; 
*: P ≤ 0,05; NS : non significatif. 
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Enfin, nous avons voulu tester un lipide pour lequel aucune interaction avec le flagelle n’a 

été décrite, le MGDG. Ce lipide neutre provient de la membrane du thylakoïde des chloroplastes 

chez les plantes. Une précédente étude n’a observé aucune liaison de flagelles purifiés d’O157:H7 

avec des lipides non chargés, tels que MGDG (Rossez et al. 2014). Ici, une quantité molaire 

croissante de MGDG a été introduite, en mélange avec POPC, entraînant une diminution de 

l’adhésion d’O157:H7 WT (Figure 69A). L’adhésion est deux fois moins élevée lorsque, en 

proportion molaire, la moitié du POPC est remplacée par MGDG. Néanmoins ce lipide, tout 

comme PE, possède une plus petite tête donnant lieu à un espacement plus grand qu’avec POPC. 

De plus, cet écartement est d’autant plus exacerbé par la présence de chaînes carbonées 

polyinsaturées, majoritairement d’acides linoléniques (Figure 69B).  

 

 

Figure 69 : Adhésion d’O157:H7 WT sur des GUVs possédant des compositions lipidiques avec une quantité molaire 
croissante de MGDG. La moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir 
de trois expériences indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme 
suit : ***: P ≤ 0,001. (B) Distribution en acides gras fournie par le fabricant, l’acide linolénique 18:3 est très bien 
représenté. 

 

L’ensemble de ces résultats met en évidence le lien entre l’adhésion d’O157:H7 WT et 

l’espacement des têtes polaires. Cet écart est contrôlé soit par une tête polaire naturellement 

petite comme PE ou MGDG, soit par rapport à la nature des chaînes carbonées, qui entraîne une 

agrégation plus ou moins forte des lipides. Toutefois, à un niveau d’incorporation inférieur par 

rapport au PE, de 50% molaire contre 60% molaire, MGDG conduit de manière significative à une 

diminution plus importante de l’adhésion. Par conséquent, la composition en acide gras des 

phospholipides semble avoir un rôle plus prépondérant sur l’adhésion bactérienne via le flagelle. 
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3. Les chaînes carbonées, un rôle sous-jacent dans l’interaction  

Pour étudier la contribution des chaînes carbonées des lipides dans l’adhésion du flagelle, 

plusieurs lipides ayant une même tête polaire commune, PC, ont été sélectionnés. Ces différentes 

PC, pures ou en mélange, ont des niveaux d’insaturation variables, permettant de jouer sur 

l’écartement des têtes polaires (Figure 70). L’impact de la conformation d’insaturation a 

également été évalué au travers des isoméries cis et trans du DOPC. Finalement, la différence 

d’adhésion d’O157:H7 WT entre POPC et egg-PC n’est pas significative, contrairement aux autres 

lipides testés (Figure 70). Ce résultat peut s’expliquer par la proportion majoritaire de POPC dans 

le mélange egg-PC (Figure 55). La présence d’une insaturation supplémentaire sur DOPC, qu’il 

soit pur ou en mélange avec POPC, conduit à la même réduction qu’observée précédemment 

(Figure 68). A noter, la différence d’isomérisation sur DOPC n’a pas d’effet sur l’adhésion. En 

revanche de manière remarquable, le 18:3 PC diminue l’adhésion des bactéries O157:H7 WT à 

une adhésion trois fois moins élevée que celle sur POPC.  

 

 

 

Figure 70 : Adhésion d’O157:H7 WT sur plusieurs phosphatidylcholines variant au niveau de leurs chaînes grasses. 
La moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences 
indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : ***: P ≤ 0,001; 
*: P ≤ 0,05; NS : non significatif. 
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Au vu de cet effet marquant du 18:3 PC, nous souhaitions ensuite connaître l’impact des 

lipides polyinsaturés à l’échelle de la membrane cellulaire. Les entérobactéries, dont fait partie 

O157:H7, envahissent leur hôte par le biais de l’épithélium intestinal. Les cellules cancéreuses 

humaines du colon (lignée HT29) ont été choisies comme modèle cellulaire, et sécrètent 

également du mucus. De manière à ne récolter que la contribution de la membrane dans 

l’adhésion, l’expérience a été réalisée avant l’apparition des premières cellules caliciformes, 

responsables de la formation du mucus, à savoir avant l’atteinte de la confluence (Lesuffleur et 

al. 1993). 

La composition en acide gras de la membrane plasmique des cellules HT29 a été modulée 

pour obtenir plusieurs lots de cellules, ayant des proportions enrichies notamment en acide 

linolénique C18:3 (acide linolénique). La membrane plasmique a la capacité, au travers de 

l’adaptation homéovisqueuse, d’adapter sa composition lipidique pour garder une fluidité 

appropriée, notamment face à des changements de température (Sinensky 1974). Celle-ci peut 

être influencée par l’apport exogène d’acides gras (Ibarguren et al. 2014). Ainsi, les cellules HT29 

ont été mises en culture avec différents acides gras, C16:0 (acide palmitique) ou C18:3 durant 24 

heures. Pour les cellules contrôles, la même quantité d’éthanol, solvant dans lequel sont dilués 

les acides gras, a été ajoutée dans le milieu. L’incorporation de ces acides gras a été ensuite 

évaluée par LC-MS. Par rapport aux cellules contrôles, les cellules complémentées avec du C16:0 

présentent une augmentation de 10 % molaire en C16:0, tandis que celles en présence de C18:3 

ont un enrichissement de quasiment 20 % molaire en C18:3 (Figure 71A). Ces apports en acide 

gras ont servi aux cellules en premier lieu à la synthèse de triglycérides (TAGs) (Figure 71E). Les 

TAGs sont des esters dérivés de glycérol et de 3 acides gras, ils constituent une réserve pour la 

cellule en acides gras, de même qu’en énergie (Birsoy et al. 2013). En parallèle, une hausse est 

observée chez les principaux phospholipides PC, PE et PS, constituant la membrane cellulaire 

(Figure 71B-D). Cependant, l’enrichissement au niveau des phospholipides du C16:0 est 

relativement plus faible par rapport au C18:3. Cette disparité au niveau de l’accumulation 

pourrait s’expliquer par la nécessité de la cellule d’acquérir cet acide gras, dont la seule possibilité 

d’obtention est par apport exogène. En effet, l’acide gras C18:3, appartenant aux Omega-3, n’est 

pas synthétisable par les mammifères, tout comme les Omega-6 (Nakamura et Nara 2004). 

Toutefois, face à ces incorporation en acides gras polyinsaturés, la membrane plasmique corrige 

sa fluidité en produisant plus de lipides saturés (K. R. Levental et al. 2018). 
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Figure 71 : Effet de la présence d'acides gras C16:0 ou C18:3 dans le milieu de culture sur la composition lipidique 
de HT29 en (A) acides gras totaux, phospholipides (B) PC, (C) PE, (D) PS et (E) TAGs. La moyenne et l’erreur standard 
de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. La significativité 
est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : ***: P ≤ 0,001. 

 

Après dénombrement bactérien sur cellules, nous avons constaté que l’incorporation 

d’acides gras C18:3 chez HT29 entraîne une diminution significative de l’adhésion pour O157:H7 

WT, mais n’a pas d’effets significatifs pour la même bactérie non flagellée O157:H7 ∆fliC (Figure 

72). Ce résultat démontre in vitro l’impact de la présence de poly-insaturations sur l’adhésion 
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bactérienne via le flagelle. Au contraire, l’incorporation d’acides gras C16:0 ne modifie pas 

significativement l’adhésion ni d’O157:H7 WT, ni d’O157:H7 ∆fliC (Figure 72). Néanmoins, ce 

résultat est à nuancer, puisque l’incorporation entre C18:3 et C16:0 n’est pas semblable (Figure 

71).  
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Figure 72 : Adhésion d’O157:H7 WT et ΔfliC sur cellules HT29 dont la composition lipidique a été modifiée. La 
moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences 
indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : *: P ≤ 0,05; NS 
: non significatif. 

 

La présence de poly-insaturations, autant sur modèle biomimétique que sur modèle 

membranaire, limite l’adhésion de la bactérie via le flagelle. En effet, il n’a été observé in vitro 

aucune influence sur la souche non flagellée d’O157:H7 des acide gras C18:3. Cette diminution 

est apparentée à une aggrégation lipidique moins dense, provoquée par les nombreux coudes 

générées par les liaisons cis dans les chaînes carbonées.  

 

4. Conclusion et sous-discussion 

 Les têtes polaires des lipides constituent le premier contact avec le flagelle. L’écart entre 

ces têtes est un élément crucial pour l’adhésion. Il est modulé soit par la taille de la tête polaire, 

par exemple naturellement petite, ou soit par l’empilement des chaînes carbonées plus en 

profondeur dans la bicouche lipidique (Figure 73).   

D’après nos résultats, la charge portée par les têtes polaires pourrait influencer l’adhésion 

uniquement à certaines densités lipidiques, notamment dans des bicouches composées de 

lipides avec un acide palmitique et un acide oléique. POPG possède des liaisons hydrogènes inter- 
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et intramoléculaires, en particulier une liaison entre l’atome d’hydrogène sur un hydroxyle du 

glycérol et le groupe phosphate, qui entraîne une tête polaire quasi-parallèle à l’interface de la 

membrane (W. Zhao et al. 2007). A contrario, la stabilisation des charges négatives par la 

présence du contre-ion au niveau du carbonyle, augmente l’ordre lipidique (A. Dickey et Faller 

2008). Etant donné que l’aire par lipide pour DOPC est plus importante, il se pourrait que ces 

interactions deviennent moins fortes et négligeables pour l’interaction bactérienne (Pan et al. 

2014). Une réponse à cette hypothèse aurait pu être apportée en quantifiant l’adhésion 

bactérienne sur POTAP, lipide de synthèse avec une charge globale positive comprenant une 

chaîne palmitique et une chaîne oléique, et la comparer aux autres. Cette expérience n’a pas pu 

être réalisée, car ce lipide n’est pas disponible commercialement à ce jour. 

 

Figure 73 : Adhésion bactérienne via le flagelle dépend de l’ordre lipidique, avec un potentiel effet de la charge 
des lipides 

 

La présence de poly-insaturations dans les chaînes carbonées des lipides diminue 

significativement l’adhésion bactérienne in vitro, sur modèles membranaires et sur cellules HT29. 

Les cellules HT29 sont un modèle de cellules épithéliales, car elles présentent en se différenciant 

des jonctions serrées entre cellules et des microvillosités en bordure de brosse sur la surface 

apicale. De plus, leur expression protéique, notamment des récepteurs cellulaires à la surface, 

est globalement équivalente aux cellules épithéliales. Compte tenu de ces caractéristiques, les 

cellules HT29 sont souvent utilisées comme modèle dans l’étude des infections bactériennes sur 

les cellules épithéliales intestinales (Martínez-Maqueda et al. 2015). Ici, nous avons pris soin de 

ne pas travailler dans des conditions permettant la différenciation des cellules HT29 en cellules 

muci-sécrétentes, afin d’éviter la production de mucus. En effet, l’objectif de cette expérience 

était d’évaluer la modulation de la composition lipidique sur une véritable membrane plasmique 

et son impact sur l’adhésion bactérienne. Par rapport aux GUVs, le modèle cellulaire expose toute 



  Résultats et Discussion 

121 
 

une diversité lipidique et également d’autres processus cellulaires qui pourraient modifier cet 

effet.  

L’impact de la consommation de lipides polyinsaturés, en particulier des Omega-3, est très 

étudié, notamment la production de sous-produits ayant des propriétés anti-inflammatoires ou 

sur le système immunitaire, et donc indirectement des effets sur l’infection bactérienne (Husson 

et al. 2016). Les Omega-3 ne sont pas synthétisables par l’homme par manque de désaturases ad 

hoc et doivent être apportés par l’alimentation (Nakamura et Nara 2004). D’après nos résultats, 

leur consommation pourrait avoir également un impact, cette fois-ci direct, sur l’adhésion 

bactérienne in vivo. 

 

IV. Le flagelle en lien avec le cœur de la bicouche lipidique  

Ce troisième chapitre est dédié à l’étude de l’interaction du flagelle plus profondément 

dans la bicouche lipidique, au niveau des chaînes carbonées. Jusqu’à présent, nous nous sommes 

focalisés sur l’agencement des lipides de la membrane au niveau des têtes polaires. Même si les 

chaînes carbonées sont impliquées de manière indirecte, le flagelle, au vu de sa longueur, 

pourrait être capable d’interagir directement avec elles, à la condition de s’insérer dans la 

membrane. 

 

1. Interaction du flagelle avec les chaînes hydrophobes de la membrane 
 

1.1. Modification de l’ordre lipidique par le flagelle 

L’ordre lipidique correspond au niveau d’empilement des lipides au sein de la membrane. 

Ce paramètre est dynamique et évolue en fonction de l’environnement de la bicouche, en 

particulier lors d’interaction avec diverses molécules ou complexes protéiques. Ainsi, une 

modification de l’inter-espace entre lipides pourrait être une conséquence de l’insertion du 

flagelle. Nous avons donc suivi l’évolution de cet ordre lipidique en présence du flagelle, par 

mesure de l’hydratation de la bicouche. En effet, plus il y a d’espace entre les lipides, plus les 

molécules d’eau entrent aisément et inversement. Le taux d’hydratation est déterminé par la 

polarisation généralisée (GP) d’une sonde fluorescente sensible à la polarité environnante. La 

sonde Laurdan a été choisie car elle possède une longue chaîne carbonée, lui permettant de 

s’insérer dans le cœur hydrophobe de la bicouche lipidique, son motif fluorescent naphtalène se 

situant au niveau du squelette glycérol des phospholipides (Figure 74A). De ce fait, si le flagelle 
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perturbe l’ordre lipidique à ce niveau, le changement de polarité modifiera l’intensité d’émission 

de fluorescence du Laurdan.  

L’écartement des têtes polaires ayant été déterminé comme un des facteurs de l’adhésion, 

le suivi de l’ordre lipidique a été réalisé sur des liposomes d’egg-PC de tailles différentes : 400 

nm, 1 µm, 2 µm et 7,5 µm. La courbure de la bicouche a en effet une influence notable sur ce 

paramètre. Les liposomes ont été préparés par extrusion sur membrane, exceptés pour les 

liposomes de 7,5 µm préparés par hydratation assistée par gel. Pour les liposomes inférieurs à 1 

µm, leur taille a été déterminée par diffusion dynamique de la lumière (DLS, pour Dynamic Light 

Scattering). Pour les liposomes au-delà d’1 µm, leur taille a été établie par observation au 

microscope, en suivant la méthodologie précédemment décrite (Figure 67B). Chaque taille de 

liposomes ou vésicules donne lieu ainsi à une courbure propre de la bicouche lipidique, qui 

conduit à des empilements lipidiques différents. En effet, plus le rayon de courbure est élevé, 

plus les têtes polaires de la monocouche externe de la bicouche sont espacées (Risselada et 

Marrink 2009). Ceci a été confirmé en utilisant la GP du Laurdan sur toutes les populations de 

liposomes produites. Plus la taille est élevée, plus la GP du Laurdan augmente, ce qui traduit un 

espacement décroissant des lipides entre eux (Figure 74B). 

Dans un premier temps, cette expérience a été réalisée avec les bactéries O157:H7 WT et 

ses mutants ΔfliC et ΔmotA. Malheureusement la présence de ces dernières dans le milieu 

entraîne des fluctuations au niveau du signal de la sonde, rendant les résultats inexploitables. 

Pour pallier ce problème, nous avons travaillé directement avec le flagelle H7 provenant 

d’O157:H7 WT, purifié selon le protocole décrit dans la section Matériels et Méthodes. La 

présence et la pureté du flagelle H7 ont été confirmées par SDS-PAGE (Figure 74C). D’autre part, 

afin de comparer plus aisément l’évolution de la GP du Laurdan entre les différentes tailles de 

liposomes, les résultats ont été normalisés et exprimés en ∆GP. Celui-ci correspond à la GP 

mesurée à une concentration donnée de flagelles à laquelle est soustraite GP0, la GP obtenue au 

début de l’expérience avant ajout de flagelles. Au préalable, la stabilité des liposomes durant 

toute la durée de l’expérience, a été vérifiée, de même que l’absence d’une interaction entre le 

flagelle et le Laurdan, qui conduirait à une modification de l’émission de ce dernier (Figure 91, cf. 

Annexe des résultats).  
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Figure 74 : Polarisation généralisée du Laurdan en présence de flagelles H7 sur liposomes d’egg-PC de différentes 
tailles. (A) Positionnement du Laurdan au sein de la bicouche lipidique. (B) GP du Laurdan de plusieurs tailles de 
liposome egg-PC. La moyenne a été calculée à partir de trois expériences indépendantes. (C) SDS-PAGE de flagelles 
purifiés à partir d’O157:H7 WT. (D) Evolution du ΔGP du Laurdan en présence de flagelle H7. La moyenne et l’erreur 
standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. 

 
 

Une diminution de l’ordre lipidique est observée dès 1,18 mg/L de flagelles H7. A partir de 

4,71 mg/L, les effets se distinguent sur deux populations : les liposomes les plus petits de 400 nm 

et 1 µm ont un ordre lipidique diminuant davantage que celui des liposomes des diamètres 2 µm 

et 7,5 µm. Ces observations démontrent qu’il y a une augmentation de l’écartement entre les 

lipides en présence du flagelle, dont l’effet est plus fort sur les liposomes de plus grands 

diamètres. De manière analogue, l’adhésion bactérienne est également dépendante de la taille 

des liposomes (Figure 75A-B). En effet, l’adhésion sur des GUVs de 7,5 µm par rapport aux 

liposomes de 400 nm diminue d’un facteur 10 pour O157:H7 WT et d’un facteur de 4 pour ST. 
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Figure 75 : Adhésion de (A) EHEC O157:H7 et (B) ST sur des liposomes egg-PC mesurant 400 nm et 7,5 µm. La 
moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences 
indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : ***: P ≤ 0,001. 

Cette diminution de l’ordre lipidique provoquée par une adhésion bactérienne plus élevée 

pourrait trouver son origine dans l’insertion du flagelle dans la membrane, au-delà des têtes 

polaires.  

 

1.2. L’hydrophobicité module l’adhésion bactérienne 

Si le flagelle s’insère dans la membrane, l’interaction avec les lipides à l’intérieur de la 

bicouche serait problablement de même nature que les chaînes carbonées entre elles, à savoir 

sur la base d’interactions hydrophobes. Chez Salmonella, il existe une modification post-

traductionnelle, la méthylation, qui pourrait potentiellement modifier l’hydrophobicité du 

flagelle. Cet aspect fait actuellement l’objet d’une étude menée en collaboration avec Dr. Marc 

Erhadt du Centre de Recherche d’Infection de Helmholtz à Berlin (publication en cours de 

révision, disponible en section Publications scientifiques issues de cette thèse). Ce travail 

commun porte sur la méthylation du flagelle de Salmonella en tant que facteur de virulence. Une 

des enzymes impliquées dans la méthylation du flagelle est FliB, dont le gène appartient à un 

opéron de classe II du régulon flagellaire (J. Frye et al. 2006). Par conséquent, FliB est déjà 

présente avant la transcription de la flagelline, puisque l’opéron fliC est un opéron de classe III 

(cf. Synthèse Bibliographique). Nos collaborateurs ont identifié que cette enzyme prend en 

charge 17 des 22 résidus de lysines méthylées caractérisées pour FljB, et 17 sur 19 pour FliC 

(données en cours de publication). Ces lysines se situent pour la plus grande majorité dans les 

domaines D2-D3 de la flagelline, c’est-à-dire sur les parties exposées du flagelle (cf. Synthèse 

Bibliographique). Même si ces quelques sites sont mineurs face aux plus de 400 acides aminés 

que compte la flagelline, il n’en demeure pas moins que le flagelle peut contenir jusqu’à 20 000 
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unités de flagelline. D’autre part, l’impact de la méthylation sur l’interaction avec la bicouche 

lipidique peut être directement étudiée in situ à l’aide de mutants fliB.  

Avant toutes choses, il faut savoir si la présence répétée de quelques résidus méthylés 

modifie l’hydrophobicité globale du flagelle. Pour ce faire, plusieurs flagelles de ST ont été 

préalablement purifiés. Ils proviennent de souches n’ayant pas de variation de phase, de manière 

à n’obtenir que des extraits de flagelles possédant un seul type de flagelline, soit FliC ou soit FljB. 

Pour les souches dont le gène fliB a été délété, des flagelles non méthylés sont recueillis, 

respectivement FliCΔfliB et FljBΔfliB. Leur hydrophobicité a été déterminée grâce à l’utilisation 

du Prodan, une sonde fluorescente hydrophobe aromatique. Plus le flagelle est hydrophobe, plus 

sa complexation avec cette sonde entraîne un déplacement vers la longueur d’onde maximale 

d’émission, et ainsi une intensité d’émission plus importante. Les intensités obtenues en fonction 

des concentrations croissantes de flagelles ont été tracées. Le coefficient directeur de la droite 

obtenu, appelé surface d’hydrophobicité S0, est directement proportionnel à l’hydrophobicité du 

flagelle (Haskard et Li-Chan 1998). Ainsi, que ce soit pour FliC ou FljB, la délétion de fliB à l’origine 

de la méthylation du flagelle résulte en un flagelle moins hydrophobe (Figure 76). 

 

Figure 76 : Détermination de l’hydrophobicité des flagelles méthylés FliC et FljB et des flagelles non méthylés 
FliCΔfliB et FljBΔfliB, purifiés à partir de plusieurs souches de ST. S0 correspond à l’hydrophobicité de surface 
déterminée par le Prodan. La moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à 
partir de trois expériences indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée 
comme suit : ***: P ≤ 0,001; **: P ≤ 0,005. 

 

 

L’étape suivante porte sur la comparaison de l’adhésion des souches ST présentées dans le 

premier chapitre de la section Résultats et Discussion, avec celles de leur mutant respectif ∆fliB. 

Les niveaux d’adhésion obtenus montrent que l’absence de la méthylase FliB entraîne, à 

l’exception de ST ∆flgKL, une diminution significative de l’adhésion, même chez ST ∆motAB∆fliB 

(Figure 77A). Etant donné que la motilité du flagelle affecte l’adhésion bactérienne (Figure 65A-
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B), nous avons vérifié que la délétion de fliB n’entraîne pas d’effets significatifs au niveau de la 

motilité des bactéries (Figure 77B) (Deditius et al. 2015). Le niveau d’adhésion similaire entre les 

bactéries non flagellées, ST ∆flgKL et ST ∆flgKL∆fliB, confirme que les résultats observés sont bien 

liés aux caractéristiques du flagelle modifié par FliB.  

 

 

Figure 77 : Adhésion de plusieurs souches de ST avec leur mutant respectif ΔfliB sur GUVs egg-PC, ainsi que leur 
motilité. La moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois 
expériences indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : 
***: P ≤ 0,001; **: P ≤ 0,005; *: P ≤ 0,05; NS : non significatif. 

 

Cette diminution de l’adhésion pour les mutants ∆fliB est corrélée au fait que ces derniers 

possèdent un flagelle moins hydrophobe, qui serait donc moins en mesure d’interagir avec les 

chaînes hydrophobes de la bicouche lipidique. Il est donc possible que le flagelle interagisse avec 

les chaînes carbonées des lipides grâce à des interactions hydrophobes. Par conséquent, 

l’interaction pourrait être sensible à l’état des lipides, dont les caractéristiques physiques varient 

fortement.   

 

2. Hétérogénéité de l’adhésion du flagelle en fonction de l’état physique de la 

membrane 

2.1. L’adhésion bactérienne est sensible à la fluidité de la membrane 

Les phospholipides peuvent s’agencer dans la bicouche sous deux états physiques 

principaux, appelés solide ordonné ou phase gel et liquide désordonné ou phase fluide (cf. 

Synthèse Bibliographie). Ces deux états, dont la transition intervient à une température de 

transition Tm propre à chaque lipide, présentent des ordres lipidiques et des fluidités 

membranaires bien distincts et ainsi, une variabilité potentielle au niveau de l’adhésion 
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bactérienne. La fluidité membranaire correspond à la diffusion plus ou moins libre des 

constituants de la membrane, en l’occurrence ici les lipides, au sein de celle-ci. 

Le DPPC, composé de deux chaînes palmitiques, possède une température de transition de 

41°C. Celui-ci a l’intérêt de permettre facilement l’étude du passage de l’état gel à l’état fluide. 

Ainsi, nous avons suivi le changement d’état de liposomes composés de DPPC par GP du Laurdan, 

en présence ou non de flagelles. Les liposomes, obtenus par extrusion, présentent une taille 

intermédiaire de 2 µm et sont exposés à une variation de température allant de 25°C à 65°C. Au 

final, les courbes obtenues avec et sans flagelles se superposent, démontrant aucun effet du 

flagelle sur l’ordre lipidique de liposomes DPPC, même à l’état fluide (Figure 78). Lors d’un 

précédent suivi de la GP du Laurdan sur des liposomes d’egg-PC de même taille, une diminution 

de l’ordre lipidique a été au contraire observée en présence de la même concentration de 

flagelles (Figure 74B). Pourtant à une température de 55°C, les liposomes de DPPC présentent 

une GP du Laurdan proche de celle des liposomes d’egg-PC à -0,293, et donc un ordre lipidique 

similaire (Figure 74B). De façon plus générale, ces deux lipides possèdent des différences 

structurales au niveau de leurs chaînes carbonées. L’absence d’insaturations sur les chaînes 

carbonées de DPPC conduit à une force d’interaction entre lipides plus forte que dans le mélange 

egg-PC. Par conséquent, la mobilité des lipides au sein de la membrane, appelée fluidité 

membranaire, est plus contrainte chez DPPC. Finalement, l’adhésion du flagelle dépendrait aussi 

de la fluidité de la membrane. 
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Figure 78 : Evolution de l'ordre lipidique de DPPC par GP du Laurdan en présence ou non de flagelles H7. La 
moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences 
indépendantes.  

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons choisi un lipide dont la température de transition 

permettrait de réaliser des tests d’adhésion sur GUVs à des conditions expérimentales 

raisonnables au niveau de la température. Nous avons sélectionné le DOPC en configuration 

trans, déjà utilisé précédemment, dont la température de transition atteint 12°C. La mesure de 

la fluidité membranaire a été comparée avec l’adhésion d’O157:H7 WT à des températures bien 
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précises : plusieurs degrés en-dessous et au-dessus de la Tm, respectivement à 4°C et 23°C, et 

également à la température physiologique de l’hôte de la bactérie, 37°C.  

La fluidité membranaire de liposomes de DOPC trans d’un diamètre de 2 µm a été 

déterminée par mesure d’anisotropie du Laurdan et du Prodan, dont les positions au sein de la 

membrane diffèrent (Figure 79B). L’anisotropie mesure la dépolarisation de fluorescence, qui est 

causée par la rotation des sondes fluorescentes dans la membrane. Plus la sonde est mobile, plus 

l’anisotropie diminue. A 4°C, la fluidité est minimale notamment à cause d’un empilement 

ordonné des lipides, caractéristique d’une phase gel. La fluidité augmente avec la température 

de la même façon au niveau et sous le squelette de glycérol, mais avec une variation plus 

marquée entre les deux phases, qu’au sein d’une même phase. En effet, l’anisotropie diminue de 

20% entre 4°C et 23°C, contre 8% entre 23°C et 37°C (Figure 79B). 

Concernant les niveaux d’adhésion, la température entraîne des disparités significatives, 

en particulier, O157:H7 WT adhère plus à 23°C qu’à 4°C (Figure 79A). En milieu non visqueux, la 

rotation du flagelle est affectée par la température, en jouant potentiellement sur le transfert de 

protons, la source d’énergie du moteur flagellaire (cf. Synthèse Bibliographie) (X. Chen et Berg 

2000). Ainsi, l’adhésion plus faible observée à 4°C pourrait être plus ou moins reliée à une 

diminution de la motilité, qui comme vu précédemment impacte l’adhésion bactérienne (Figure 

65A). Cependant à 37°C, qui est la température optimale pour O157:H7, une réduction de 

l’adhésion, par rapport à 23°C, est observée. Une fluidité trop élevée est donc moins propice à 

l’adhésion bactérienne.  

 
 

Figure 79 : Effet de la fluidité sur l’adhésion d’O157:H7 par utilisation du DOPC (Δ9-Trans). (A) Adhésion d’O157:H7 
WT sur GUVs DOPC (Δ9-Trans) à différentes températures. La moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées 
ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de 
Student et est représentée comme suit : **: P ≤ 0,005; *: P ≤ 0,05. (B) Anisotropie du Prodan et du Laurdan de 
liposomes DOPC (Δ9-Trans) de 2 µm à chacune de ces températures. La moyenne a été calculée à partir de trois 
expériences indépendantes. 
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D’après les résultats rapportés ci-dessus, l’adhésion bactérienne est sensible à la fluidité de 

la membrane. Il semble qu’une fluidité intermédiaire serait optimale pour favoriser l’adhésion 

bactérienne via le flagelle. En effet une fluidité faible, qui traduit une interaction forte entre 

lipides, pourrait gêner l’interaction du flagelle avec les chaînes carbonées et sa potentielle 

insertion. En revanche, une mobilité trop élevée des lipides entraînerait une interaction 

insuffisante pour établir une adhésion pérenne. 

 

2.2. Le flagelle, un atout potentiel dans l’adhésion sur les domaines lipidiques 

ordonnés 

Les membranes biologiques, de par la richesse de leur composition lipidique, possèdent 

une fluidité localement hétérogène associée à la formation de domaines (cf. Synthèse 

Bibliographie). Ceux-ci présentent des états physiques précis de liquide désordonné et en 

présence d’une quantité suffisante de cholestérol de liquide ordonné. Ce dernier correspond à 

un état hybride entre les phases fluide et gel. Les domaines en liquide ordonné in vitro, par 

extension les potentiels radeaux lipidiques (lipid rafts), sont souvent décrits comme la cible des 

pathogènes. Ils abritent de nombreux récepteurs protéiques (clusters protéiques) et sont enrichis 

en sphingolipides ou en cholestérol (K. K. Lee et al. 1994; Lafont et al. 2002). Certaines bactéries 

possèdent d’ailleurs une forte affinité avec le cholestérol, plus présent dans ces zones (Garten et 

al. 2015). 

Pour mimer les domaines en phase liquide désordonnée et ordonnée, ainsi que leur 

coexistence, nous avons réalisé des mélanges contenant les trois catégories principales de lipides 

retrouvés dans la membrane plasmique animale : POPC pour les phospholipides, la 

palmitoylsphingomyéline (PSM) pour les sphingolipides et le cholestérol. La reconstitution de 

ségrégation lipidique sur modèle biomimétique a été réalisée à partir d’un mélange équimolaire 

de ces 3 constituants, qui reste toujours très utilisé pour l’étude des radeaux lipidiques (Veatch 

et Keller 2003a; Dietrich et al. 2001). Ce mélange, nommé Ld/Lo, se compose à 80% de domaines 

en liquide ordonné (Lo) et se caractérise par de larges domaines en liquide désordonné (Ld) 

mesurant 75-100 nm dans une matrice Lo (de Almeida et al. 2005). Les compositions de Lo et Ld 

ont été déterminées grâce au diagramme ternaire POPC/PSM/Cholestérol (Figure 80).  
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Figure 80 : Diagramme ternaire POPC/PSM/Cholestérol à 23°C. Le point bleu/rouge représente le mélange 
équimolaire nommé Ld/Lo, les points bleu et rouge donnent respectivement les compositions molaires de Ld et de Lo. 
La ligne tiret-point située à xchol=0,66 correspond à la limite de solubilité du cholestérol dans les membranes de 
phosphatidylcholine. Adapté de(de Almeida et al. 2005. 

 

Contrairement aux autres lipides ou mélanges lipidiques précédents, la détermination de 

la composition exacte des GUVs à partir de Ld/Lo, Ld et Lo, ainsi que leur taux d’immobilisation ont 

dû être réalisés par LC-MS, de manière d’une part à quantifier séparémment les phospholipides 

et les sphingolipides (Figure 90, Tableaux 5 et 6 cf. Annexe des résultats). D’autre part, la 1H RMN 

n’a pas pu être utilisée, car des signaux des phospholipides et du cholestérol se superposent. 

Enfin, la méthode en GC-FID qui est basée sur la détection d’esters méthyliques d’acide gras, 

n’est donc pas applicable non plus au cholestérol.  

A l’issue des analyses, la composition des GUVs correspond à celle des mélanges préparés. 

Cependant pour Ld, elle atteint une proportion molaire en cholestérol de 10% au lieu de 5%, au 

détriment du POPC. Cette composition donne lieu, d’après le diagramme ci-dessus, à un état de 

coexistence de phases. Ayant une proportion de Lo très faible, ce mélange se caractérise par de 

minuscules domaines Lo inférieurs à 20 nm dans une matrice Ld (Figure 80). La formation des 

GUVs par hydratation assistée par gel étant sensible à l’état physique du mélange lipidique, il se 

pourrait que la composition théorique Ld ne favorise pas la formation de GUVs. En effet, à ce jour, 

aucune étude ne s’est intéressée en détail à la formation de GUVs assistée par gel à partir de 

différents mélanges de cholestérol/sphingolipide/glycérolipide (Weinberger et al. 2013). Nous 

avons cependant bien obtenu des GUVs pour chaque mélange préparé (Figure 90, cf. Annexe des 

résultats). 
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L’adhésion sur les mélanges Ld/Lo, Ld et Lo est très variable, autant pour O157:H7 WT que 

pour O157:H7 ΔfliC. Celle-ci a été tout d’abord comparée avec l’adhésion obtenue avec le 

phospholipide de référence POPC. Tout comme sur les phospholipides, l’adhésion d’O157:H7 WT 

sur le mélange Ld/Lo,qui expose une ségrégation de phase en contenant d’autres types de lipide, 

est significativement plus importante que celle d’O157:H7 ΔfliC (Figure 81A). D’après les niveaux 

d’adhésion sur mélanges Ld et Lo des souches WT et ΔfliC, les bactéries qu’elles soient flagellées 

ou non adhèrent davantage sur les phases liquides désordonnés qu’ordonnés. Néanmoins, les 

bactéries flagellées adhèrent plus sur les domaines liquides ordonnés par rapport aux mutants 

aflagellés, alors qu’il n’y a pas de différences significatives d’adhésion sur les domaines liquides 

désordonnés. Au niveau de la coexistence de domaines, l’adhésion mesurée pour O157:H7 WT 

est bien supérieure à l’adhésion prédite d’après ses adhésions respectives sur Lo et Ld. Cette 

adhésion prédite est calculée en tenant compte des proportions des domaines liquides 

désordonnés et ordonnés présents. De manière plus précise, elle est déterminée en additionnant 

80% du niveau d’adhésion obtenu sur le mélange Lo avec 20% du niveau d’adhésion mesurée sur 

le mélange Ld (Figure 81B). Cette tendance n’est en revanche pas observée pour son mutant non 

flagellé. Compte tenu de ces résultats, le flagelle semble être impliqué dans une adhésion 

spécifique à la combinaison de domaines Ld et Lo. 
 

 

Figure 81 : Etude de l’adhésion d’O157:H7 WT et ΔfliC sur des GUVs mimant la ségrégation lipidique. (A) Adhésion 
sur les GUVs formées à partir de phospholipides seuls POPC et des mélanges Ld/Lo, Lo et Ld constitués de POPC, PSM 
et cholestérol. (B) Comparaison de l’adhésion sur Ld/Lo mesurée, avec celle prédite à partir de Ld et Lo. La moyenne et 
l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. 
La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : ***: P ≤ 0,001; NS : non 
significatif. 

 

En adhérant mieux sur les domaines liquides ordonnés, le flagelle semble favoriser 

l’adhésion des bactéries sur des surfaces possédant une fluidité membranaire plus faible, et par 

conséquent conquérir davantage les potentiels radeaux lipidiques. Il est intéressant de souligner 
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que lors de la ségrégation lipidique, une adhésion plus importante se produit. Les caractéristiques 

physiques de l’interface, notamment la tension de ligne, entre les domaines Lo et Ld pourraient 

également être favorable à l’adhésion du flagelle.  

 

3. Conclusion et sous-discussion 

L’hydrophobicité est un paramètre de l’adhésion du flagelle sur la bicouche lipidique, celui-

ci interagirait donc directement avec les chaînes carbonées, sous-entendant son insertion dans 

la membrane (Figure 82). D’autant plus que l’hydrophobicité, impliquée dans cette liaison, a déjà 

été décrite dans l’adhésion via le flagelle sur des surfaces abiotiques ou in planta (Bruzaud et al. 

2015; Mittelviefhaus et al. 2019). Une étude a même démontré la capacité de bactéries flagellées 

à stabiliser une émulsion, contrairement aux bactéries non flagellées (Friedlander et al. 2015). 

 

Figure 82 : Insertion potentielle du flagelle et interaction avec les chaînes hydrophobes de la membrane 

Un autre argument en faveur d’une potentielle insertion du flagelle est la dépendance de 

l’adhésion bactérienne aux caractéristiques physico-chimiques des chaînes carbonées, en 

particulier de la fluidité membranaire (Figure 83). Même si les domaines liquides ordonnés, et 

potentiellement les radeaux lipidiques, sont décrits comme des sites favorables pour les 

pathogènes, la matrice lipidique seule n’est pas propice à l’adhésion bactérienne, d’après nos 

résultats. En revanche, leur absence peut parfois compromettre l’adhésion, notamment celle 

d’UPEC par le biais des pili de type I sur l’urothélium, car ces domaines ordonnées interviennent 

dans la conformation de leur récepteur (Duncan et al. 2004). La limite entre les domaines 

ordonnés et les domaines désordonnées semblent être à l’origine d’une adhésion via le flagelle. 

La particularité de ces régions est l’incompatibilité entre les épaisseurs de ces deux types de 

domaine, qui conduit à une énergie interfaciale appelée tension de ligne (Kuzmin et al. 2005). 

L’attachement de certaines protéines sur ces zones pourrait être guidé par une stabilisation et 

une diminution de cette tension (Hutchison et al. 2012). D’après nos résultats, la composition 
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lipidique seule est capable de moduler l’adhésion bactérienne, sans l’intervention de d’autres 

constituants de la membrane.  

 
 

Figure 83 : Hétérogénéité de l’adhésion bactérienne due à la diversité de fluidité membranaire et une possibilité 
d’interaction spécifique du flagelle à la frontière des domaines ordonnés et désordonnés 

 

 

V. L’adhésion du flagelle sur la cellule, étape par étape  

Ce dernier chapitre a pour objectif de comprendre de manière globale l’apport de chaques 

paramètres physiques de la bicouche lipidique identifiés dans le processus d’adhésion, à savoir 

l’écartement des têtes polaires et de la fluidité membranaire. Avec ces données, d’autres 

caractéristiques physiques obtenues grâce à des simulations par dynamique moléculaire ont été 

analysées, pour établir des régressions entre ces variables. Enfin pour aller plus loin, une fois lié 

à la membrane, l’action du flagelle dans le processus d’adhésion ne s’arrêterait pas à son 

interaction avec la bicouche lipidique et pourrait continuer au niveau du cytosquelette.   

 

1. Importance relative des facteurs impliqués dans le processus adhésion sur 

la membrane 

 

Dans les précédents chapitres, l’écartement des têtes polaires et la force d’interaction 

entre les chaînes carbonées, associée à la fluidité membranaire, ont été identifiés comme des 

paramètres régissant en proportions variables l’adhésion du flagelle sur la membrane. Pour 

connaître leur contribution respective ainsi que les relations qui peuvent les lier, nous avons 

regroupé toutes les données déjà acquises sur chaque type de bicouche. Ensuite, grâce à la 

collaboration du Pr. Patrick Trouillas (Equipe INSERM U1248, CHU de Limoges), des 

caractéristiques physiques supplémentaires des bicouches lipidiques ont été évaluées par 

simulation de dynamique moléculaire. Il s’agit de l’épaisseur de membrane mesurée entre deux 

atomes proches de phosphore entre les deux feuillets lipidiques, la distance pic à pic déterminée 
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par rapport au profil de la densité électronique, l’aire des lipides et la force d’interaction entre 

les chaînes carbonées, qui est d’autant plus forte que la valeur obtenue est négative. Tous ces 

paramètres ont été calculés dans un système de simulation comportant une bicouche de 128 

molécules de lipides, dans un environnement hydraté d’une même salinité que les tests 

d’adhésion (Figure 84). Toutefois, les caractéristiques physiques des membranes de certains 

lipides, comme le 18:3 PC ou les mélanges POPC/PSM/Cholestérol, n’apparaissent pas encore car 

ils n’existent pas actuellement dans les bases de données utilisées pour ce type de simulation. 

Leur création nécessite l’utilisation d’un autre champ de force et amène à recalculer une majorité 

de caractéristiques. Ces données ne seront malheureusement pas encore disponibles avant la fin 

de ma thèse. 

 

Figure 84 : Compilation des caractéristiques obtenues pour chaque membrane. (A) Niveaux d’adhésion d’O157:H7 
WT en CFU/ml. (B) Caractéristiques physiques des membranes. 

 

L’ensemble de ces informations a ensuite été traité via une analyse de corrélation (produit-

moment) de Pearson. Ce calcul a été réalisé par le Dr. Fady Mohared de l’Université de Cranfield. 

Cette corrélation permet d’évaluer si l’évolution d’une variable est bien corrélée de manière 

linéaire à une autre et aussi de quantifier le niveau de corrélation, donnant lieu un coefficient 

compris entre -1 et +1. Un coefficient positif traduit une évolution dans le même sens, à savoir si 
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une variable augmente, la deuxième augmente également. En revanche pour un coefficient 

négatif, la hausse de la première variable entraîne une diminution de la deuxième. Plus le 

coefficient est proche de 0, plus les variables sont linéairement indépendantes, a contrario 

lorsque la valeur tend vers ±1, la relation entre les deux variables est proportionnelle. Pour des 

coefficients intermédiaires, le niveau de corrélation entre les deux valeurs est qualifié de : 

- « large » entre ±1 et ±0,5 

- « moyenne » entre ±0,5 et ±0,3  

- « petite » entre ±0,3 et ±0,1.  

De manière attendue, l’épaisseur de la membrane et la distance pic à pic sont linéairement 

proportionnelles, car la distance pic à pic est un autre moyen d’obtenir l’épaisseur de la 

membrane (Figure 85). L’aire par lipide est inversement proportionnelle à l’épaisseur de la 

membrane. En effet, lorsque les lipides occupent un espace plus grand, leurs chaînes sont 

désordonnées et s’étalent donnant moins d’épaisseur à la membrane. Au niveau des corrélations 

linéaires avec l’adhésion, cette dernière possède une association large avec l’aire par lipide, et 

donc inverse à l’épaisseur de la membrane. En revanche, le potentiel d’interaction des chaînes 

carbonées présente une association d’intensité moyenne inverse à l’adhésion, autrement dit une 

interaction plus forte entre les chaînes carbonées entraîne une adhésion bactérienne moins 

élevée. Au final, l’écartement des chaînes carbonées semble avoir un impact plus important sur 

l’adhésion, que l’interaction des chaînes carbonées et par conséquent la fluidité membranaire. 

Cette hiérarchisation semble plutôt logique, puisque le flagelle doit déjà s’insérer dans la 

membrane grâce à l’écartement des têtes polaires, avant d’interagir avec les chaînes carbonées. 

 
 



  Résultats et Discussion 

136 
 

 

 
 

Figure 85 : Corrélation de Pearson entre l’épaisseur de la membrane, la distance pic à pic, l’aire par lipide, le 
potentiel d’interaction entre les chaînes carbonées et les niveaux d’adhésion d’O157:H7 WT. Les représentations 
graphiques des corrélations sont visibles dans la partie inférieure, tandis que les coefficients de corrélation sont 
donnés dans la partie supérieure de la figure. La significativité de ces derniers sont représentée comme suit : ***: P 
≤ 0,001; **: P ≤ 0,01; *: P ≤ 0,05; Ø : non significatif. Trois exemples de corrélation sont mis en avant par couleur. 

 

Cependant, les résultats obtenus avec le 18:3 PC contredisent les relations linéaires 

décrites ci-dessus. En effet, les lipides polyinsaturés forment une bicouche plus fine que les 

lipides saturés ou monoinsaturés, ce qui traduit une aire par lipide plus grande (Rawicz et al. 

2000). L’adhésion bactérienne devrait donc être plus élevée sur le 18:3 PC que sur le POPC, or les 

niveaux d’adhésion obtenus sont à l’opposés (Figure 70). La même configuration se produit 

également avec le potentiel d’interaction entre les chaînes carbonées. Par conséquent, 

l’incorporation des futures données manquantes, notamment sur le 18:3 PC, devra être réalisée 

sur des corrélations autres que linéaires pour décrire au mieux l’interaction du flagelle. 

 

2. Au-delà de la bicouche lipidique ? 

Pr. David Gally et Dr. Eliza Wolfson de l’Université d’Edinburgh, avec qui nous collaborons, 

ont généré des résultats montrant la pénétration du flagelle, aussi bien d’O157:H7 que de ST, 

dans la membrane lipidique de cellules épithéliales, ainsi que leur interaction in vitro avec des 

composants du cytosquelette et l’induction de la polymérisation de l’actine (Figure 86).  
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Figure 86 : Disparation de fragments de flagelle de ST sous la membrane, observée par microscopie électronique. 
Les flèches montrent les points d’entrée et de sortie vers le cœur de la membrane. Echelle 1 µm. Image appartenant 
aux collaborateurs écossais de l’Université d’Edinburg (Pr. David Gally et Dr. Eliza Wolfson). 

 

De notre côté, la capacité à déstabiliser la bicouche lipidique, a été étudiée par le suivi de 

la fuite de la carboxyfluorescéine, la sonde fluorescente ayant été préalablement encapsulée 

dans des liposomes POPC de 2 µm. La carboxyfluorescéine possède la caractéristique d’éteindre 

sa fluorescence (de s’auto-quencher) à forte concentration, ce qui est le cas lorsque celle-ci est 

encapsulée à haute concentration dans le lumen des liposomes. La sortie de cette molécule en 

dehors des liposomes se traduit ainsi par une augmentation de la fluorescence dans le milieu de 

suspension des vésicules, puisque le fluorochrome se retrouve dilué dans le milieu extérieur. Le 

relargage naturel des liposomes a été systématique relevé, en réalisant cette expérience avec 

des liposomes seuls (sans bactéries). En effet, en fonction de leur nature et de la pression 

osmotique, les molécules encapsulées diffusent plus ou moins au travers de la membrane de 

manière passive.  

Finalement, la présence seulement d’O157:H7 WT engendre un relargage plus important 

que le relargage naturel, tandis que O157:H7 ΔmotA tendrait plutôt à réduire la diffusion passive. 

D’après ces résultats le flagelle, en particulier sa motilité, entraîne une déstabilisation de la 

membrane (Figure 87).   
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Figure 87 : Relargage carboxyfluorescéine à partir de GUVs POPC de 2 µm après 1 h en présence de diverses souches 
d’O157:H7. La moyenne et l’erreur standard de la moyenne présentées ci-dessus ont été calculées à partir de trois 
expériences indépendantes. La significativité est évaluée avec un test t de Student et est représentée comme suit : *: 
P ≤ 0,05. 

 

Dans l’hypothèse où le flagelle traverse intégralement la membrane, celui-ci doit avoir une 

affinité suffisamment forte avec l’actine pour promouvoir et stabiliser ce contact. De manière à 

évaluer la force d’interaction du flagelle avec l’actine, nous avons déterminé la constante de 

dissociation, KD, du flagelle pour l’actine et comparé avec celle du flagelle pour les lipides, 

également calculée ici par Résonance Plasmonique de Surface (SPR). Cette technique permet de 

détecter des interactions moléculaires en temps réel entre un ligand immobilisé sur l’or, ici 

l’actine ou les lipides, et un analyte en solution, ici le flagelle. Néanmoins, la quantité disponible 

de flagelles n’aurait pas été suffisante pour l’ensemble des tests de liaison et leurs répétitions 

permettant d’obtenir de manière précise le KD. Nous avons donc préféré travailler avec de la 

flagelline pour s’assurer dans un premier temps de l’existence d’une affinité du monomère du 

flagelle pour l’actine. Ainsi la flagelline H7, obtenue à partir de la dépolymérisation des flagelles 

précédemment purifiés (Figure 74C), a été utilisée pour déterminer les KD apparents. Ces derniers 

correspondent à la concentration d’analytes, conduisant à la moitié de la valeur maximale de 

liaison avec le ligand. Par conséquent, plus le KD est petit, plus l’affinité est grande. Au final, ils 

valent 0,4 et 3,5 µM, respectivement pour la G-actine, actine non polymérisée, et pour la 

bicouche de PC (Figure 88). La flagelline H7 présente donc plus d’affinité pour la G-actine, que 

pour les lipides. De façon intéressante, la flagelline possède une affinité pour la bicouche de PC 

du même ordre de grandeur que l’adhésine FimH, présente sur les pili d’UPEC, pour son 

récepteur mannose, qui a été déterminée à 2,3 µM (Bouckaert et al. 2005). 
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Figure 88 : Détermination de la constante de dissociation entre la flagelline H7 et (A) une bicouche d’egg-PC ou (B) 
la G-actine. L’épaisseur optique et l’unité de résonance sont proportionnelles à la quantité de flagelline liée. La 
moyenne et l’écart type ont été calculés à partir de (A) trois ou (B) une expérience(s) indépendante(s). 

 

3. Conclusion et sous discussion 

Les propriétés physico-chimiques de la membrane, en l’occurrence son agencement et sa 

fluidité, ont démontré leur rôle dans la modulation de l’adhésion bactérienne via le flagelle. 

L’écartement lipidique apparaît comme un facteur déterminant. Sur des surfaces abiotiques 

présentant des microfissures, la largeur des cavités module de manière analogue l’adhésion du 

flagelle (Friedlander et al. 2013). En plus de prendre en compte d’autres lipides tels que le C18:3 

PC, la corrélation devra être enrichie avec d’autres caractéristiques physico-chimiques, dont 

notamment des mesures d’anisotropie à différentes profondeurs dans la membrane.  Ces 

dernières apporteront de meilleurs renseignements sur la fluidité que l’énergie d’interaction des 

chaînes lipidique, qui donne seulement une indication. 

Les pathogènes savent manipuler l’actine par le biais d’effecteurs, qui sont notamment  

sécrétés par le T3SS de l’injectosome (Anes 2017; Rottner et al. 2005). EHEC est capable d’induire 

la polymérisation de l’actine pour la formation d’un piédestal propice à son adhésion sur la cellule 

hôte (Battle et al. 2014). Aucune adhésine à ce jour n’a été décrite pour interagir avec le 

cytosquelette. Les premiers résultats présentés ici, tels que la déstabilisation de la membrane, 
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avancent des arguments en faveur d’une pénétration du flagelle dans la bicouche lipidique. 

Cependant d’autres expériences, par exemple le Transfert d’Energie par Résonance de type 

Förster (FRET), devront être entreprises pour valider cette hypothèse, en démontrant un réel 

contact entre le flagelle et le cœur hydrophobe de la membrane. Ce nouveau mécanisme 

d’interaction bactérienne pourrait inclure potentiellement l’actine, avec laquelle la flagelline 

possède une plus forte affinité que pour les phospholipides (Figures 88 et 89). L’implication dans 

cette adhésion des domaines D2 et D3 de la flagelline, qui sont les domaines exposés de la 

flagelline polymérique, sera étudiée prochainement. A fortiori, les multiples répétitions de ces 

domaines augmenteraient possiblement l’avidité du flagelle. Pour étudier leur implication, nous 

avions tenté des expériences SPR avec des bactéries, qui auraient dans le même temps apporté 

de précieuses informations sur l’adhésion en fonction du flux, de manière similaire à l’adhésion 

du pilus de type I d’UPEC (Zagorodko et al. 2015). Cependant dans notre cas, les essais n’ont pas 

été exploitables. 

 

 

Figure 89 : Possible interaction du flagelle avec l'actine 
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VI. Annexe des résultats 

 

 
 

Figure 90 : Vérification de la formation des GUVs pour tous les mélanges lipidiques utilisés. Les mélanges sont 
précisés en haut à gauche de chaque image. Lorsque le nom du lipide est suivi d’un chiffre, ce dernier indique le 
pourcentage molaire de celui-ci, le restant étant celui de POPC. Les GUVs contiennent 2% molaire de NBD-PE pour 
leur visualisation. 
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Tableau 5 : Proportion lipidique molaire réelle de chaque mélange lipidique. Les proportions molaires ont été 
déterminées à partir de RMN 1H, exceptées pour les mélanges Lo, Ld et Lo/Ld, dont la composition a été élucidée par 
LC-MS. Le chiffre suivant le nom du lipide indique le pourcentage molaire de ce lipide, le restant étant celui de POPC. 

 

X POPG 60 POPE 60 DOPE 60 DOPC 60 DOPG 60 

POPC/X 
ou 

POPC/PSM/CHOL 
35/65 37/63 43/57 40/60 34/66 

      

DOTAP 60 MGDG 50 MGDG 7 Lo Ld Lo/Ld 

49/51 49/51 91/9 25/36/39 66/24/10 32/35/32 

 

 

 

Tableau 6 : Taux d'immobilisation sur l'or des GUVs pour chaque composition lipidique. Le taux d’immobilisation 
correspond à la quantité de lipides immobilisée sur la quantité de lipides déposée, les quantités ont été déterminées 
par GC-FID. Lorsque le nom du lipide est suivi d’un chiffre, ce dernier indique le pourcentage molaire de ce lipide, le 
restant étant celui du POPC. 

 

Lipid/ Lipid 
mixture 

POPC POPG 60 POPE 60 DOPE 60 DOPC 60 DOPG 60 

Immobilisation 
rate 

9.35% 9.55% 9.95% 8.72% 10.35% 9.83% 

       

Egg-PC MGDG 50 MGDG 7 DOTAP 60 DOPC (cis) C18:3 PC DOPC (trans) 

11.06% 11.71% 9.59% 8.09% 9.00% 13.73% 8.94% 

 

 

 

 

 

 
Figure 91 : Contrôle de la stabilité des liposomes et de l’absence de réactivité du Laurdan vis-à-vis du flagelle. (A) 
Suivi de la stabilité de liposomes de 2 µm sur la durée de l’expérience, le volume de flagelles est remplacé par un 
volume identique de tampon HEPES. ΔGP correspond à l’ensemble des GPs, auxquelles la GP sans flagelle a été 
soustraite. (B) Scans superposés de l’émission du Laurdan de 400 à 600 nm en présence ou non de flagelles purifiés 
H7.  
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Le flagelle est impliqué dans de nombreux processus avantageux pour la bactérie : l’accès 

à des niches favorables à la croissance bactérienne grâce à la motilité et la chimiotaxie, et  

l’implication dans des évènements précoces d’adhésion conduisant à une colonisation durable 

grâce au mécanosensing (Berne et al. 2018; Rossez et al. 2015). Cet organite est très largement 

partagé chez les bactéries entériques pathogènes, notamment EHEC et ST. L’épithélium intestinal 

recouvert de mucus, servant de couche protectrice, constitue une double difficulté pour ces 

bactéries. La première est de survivre dans la couche la plus externe parmi la flore commensale, 

la deuxième est de franchir la couche adhérente de mucines faisant face à la membrane cellulaire 

(Wagner et al. 2018). Pour traverser cette dernière couche, le flagelle est indispensable à la 

bactérie, pour autant les mucines et d’autres protéines, telles que la protéine Lyd8, en se liant 

au flagelle bloque sa motilité et par conséquent sa capacité à atteindre la membrane plasmique, 

le dernier rempart cellulaire (R. Okumura et al. 2016; J. C. Kim et al. 2012). Le flagelle est 

également un atout pour adhérer sur la cellule, cependant son interaction avec la membrane 

plasmique n’a jamais été étudiée précisément, même si des affinités ou liaisons avec certains 

lipides ont été identifiées (Rossi et al. 2019). Parmi elles, une interaction entre le flagelle et des 

lipides chargés négativement a été observée sur CCM (Rossez et al. 2014).  

Dans ce travail, l’interaction du flagelle et plus largement d’une adhésine bactérienne, avec 

la membrane plasmique a été étudiée pour la première fois sur des modèles biomimétiques 

mimant la structure lipidique, la taille et la courbure d’une cellule eucaryote. Il existe 

actuellement très peu de descriptions des mécanismes d’interaction des bactéries avec la 

membrane plasmique et encore moins des propriétés physico-chimiques qui les gouvernent. 

Aucun ne concerne une adhésine bactérienne (Pezeshkian et al. 2017). Nos résultats ont montré 

que le flagelle permet une meilleure adhésion sur la bicouche lipidique aussi bien chez O157:H7 

que chez ST, et que l’absence de motilité réduit ce gain (Figures 59 et 65). 

Par ailleurs, les bactéries ont développé plusieurs stratégies pour échapper à la 

reconnaissance par le système immunitaire de la flagelline. Pseudomonas aeruginosa sécrète une 

protéase alcaline qui dégrade la flagelline monomérique, sans cette enzyme un risque 100 fois 

plus important d’activer le récepteur TLR5 est présent (Bardoel et al. 2011). Salmonella enterica 

possède une stratégie appelée variation de phase, en alternant entre FliC qui permet de mieux 

coloniser les cellules épithéliales de l’intestin et FljB (Horstmann et al. 2017). Cette observation 

concorde avec nos résultats, puisque l’adhésion de ST exprimant seulement FliC permet une 

meilleure adhésion sur modèle biomimétique, contrairement à la même souche exprimant FljB 
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(Figure 65C). De la même façon, certaines flagellines arborent des modifications post-

traductionnelles, comme la glycosylation, afin d’échapper au système immunitaire (Merino et 

Tomás 2014).  

Durant ce travail de thèse, nous avons travaillé sur une autre modification post-

traductionnelle de la flagelline, la méthylation. Nous avons identifié que cette modification chez 

ST permettait une meilleure colonisation de l’épithélium intestinal (Horstmann et al. 2019). Ceci 

tient à l’augmentation de l’hydrophobicité induite par la méthylation, elle-même, qui entraîne 

une adhésion plus importante sur la bicouche lipidique (Figures 76 et 77A). Ces travaux 

identifient clairement l’importance de l’hydrophobicité dans l’adhésion du flagelle. Plusieurs 

études ont confirmé l’implication de l’hydrophobicité du flagelle lors de son attachement sur des 

surfaces abiotiques (Friedlander et al. 2015; Bruzaud et al. 2015). De façon générale, 

l’hydrophobicité des surfaces colonisées par les bactéries est un facteur connu de longue date 

mais assez peu étudié (Rosenberg et Kjelleberg 1986). Ces entérobactéries flagellées, sont 

capables d’adhérer sur des plantes bien qu’elles ne soient pas leur hôte de prédilection (J. 

Fletcher et al. 2013). Récemment, l’hydrophobicité globale des bactéries a été identifiée comme 

jouant un rôle dans la rétention bactérienne sur des feuilles d’Arabidopsis thaliana 

(Mittelviefhaus et al. 2019). Par conséquent, l’hydrophobicité du flagelle permettrait d’améliorer 

l’adhésion bactérienne sur différentes surfaces biotiques, comme la membrane plasmique ou les 

cires végétales.  

D’après nos travaux, l’ordre lipidique de la membrane est un facteur contrôlant l’adhésion 

bactérienne. Que ce soit en faisant varier la nature des chaînes lipidiques ou la courbure de la 

bicouche, il semble qu’un ordre lipidique optimal existe pour permettre une potentielle insertion 

du flagelle (Figures 68 et 70). Cependant, la charge des têtes polaires pourrait moduler cette 

insertion pour un certain ordre lipidique (Figure 68). Par exemple, la polymyxine B, un 

lipopeptide, qui s’insère dans la membrane bactérienne et la déstabilise, s’insère dans la 

bicouche via la charge de la surface sauf lorsque l’ordre lipidique est trop élevé (Khondker et al. 

2019). 

Le résultat le plus remarquable de ce travail est la capacité à réduire l’adhésion d’O157:H7 

chez les cellules cancéreuses humaines du colon HT29, et non celle de son mutant non flagellé, 

par incorporation d’acide gras linolénique dans les membranes eucaryotes (Figure 72). Ce lipide 

polyinsaturé, possède une aire par lipide plus grande que les lipides non ou monoinsaturés 

(Rawicz et al. 2000). L’incorporation de lipides polyinsaturés dans la membrane, suite à la 
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présence d’Omega 3 dans le milieu de culture in vitro, entraîne une plus grande fluidité 

membranaire (Feller et al. 2002; K. R. Levental et al. 2018; Calder et al. 1994). En adéquation avec 

ces résultats, la diminution de la fluidité membranaire de cellules épithéliales humaines HEp-2 

entraîne une inhibition progressive de l’adhésion bactérienne (Ismaili et al. 1999). Pourtant, 

aucune étude ne s’est intéressée à ce jour à l’existence d’un lien entre l’incorporation d’Omega 

3 dans la membrane et la réduction de l’adhésion bactérienne. Dans le présent travail, 

l’incorporation d’acide linolénique a permis la production de lipides polyinsaturés tels que la 

phosphatidylcholine ou la phosphatidyléthanolamine, qui sont des phospholipides décrits pour 

être membranaires (Figure 71). Ces résultats supportent donc l’idée que la consommation 

d’Omega 3 aurait un rôle bénéfique contre l’adhésion d’entérobactéries à l’aide du flagelle. 

La fluidité membranaire et l’ordre lipidique sont liés à l’état physique de la membrane et 

par conséquent à l’adhésion bactérienne (Figure 79). La membrane plasmique est elle-même un 

patchwork de fluidité, de par la présence putative de domaines ordonnés ou radeaux lipidiques, 

enrichis en cholestérol et en lipides plutôt saturés, que de domaines désordonnés moins agrégés 

(Sezgin et al. 2017). L’adhésion bactérienne y est donc potentiellement hétérogène, en sachant 

que ces domaines ordonnés sont décrits dans la littérature pour être potentiellement ciblés par 

les pathogènes (Lafont et van der Goot 2005). Par exemple, le T3SS chez Shigella, dont le 

translocon IpaB possède une forte affinité pour le cholestérol, ne s’active que lorsqu’il est inséré 

au sein d’une composition mimant les domaines ordonnés, et ce, même sans récepteur (Goot et 

al. 2004). D’après nos résultats, la présence du flagelle permettrait de doubler le niveau 

d’adhésion bactérienne sur les domaines ordonnés, par rapport à une bactérie non flagellée 

(Figure 81). En revanche, l’adhésion des bactéries, qu’elles soient flagellées ou non flagellées, est 

favorisée sur les domaines désordonnés. De manière intéressante, lorsqu’il y a coexistence de 

ces deux types de domaine, un effet de synergie apparaît seulement pour les bactéries flagellées. 

Cette adhésion supplémentaire pourrait être attribuée aux frontières entre les domaines 

ordonnés et désordonnés, qui se caractérisent par une tension de ligne. Cette dernière est 

provoquée par une différence d’épaisseur entre les deux domaines, entraînant un coût d’énergie 

pour ne pas exposer les chaînes hydrophobes dans l’environnement aqueux (Kuzmin et al. 2005). 

Plusieurs protéines ont déjà été décrites pour interagir avec des domaines frontaliers, en 

particulier l’α-hémolysine (toxine produite par Staphylococcus aureus) et le peptide fusion du VIH 

(Maté et al. 2014; Yang et al. 2016). La localisation de ce dernier est facilitée par son co-récepteur 
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CCR5, lui-même situé entre les régions ordonnées et les régions désordonnées in vitro (Yang et 

al. 2017). 

A l’issue de ce travail, nous avons déterminé un premier mécanisme potentiel d’adhésion 

du flagelle sur la membrane plasmique, qui ouvre la voie à plusieurs questions :  

- quel est l’impact de la charge des lipides lors du premier contact avec la bicouche ? 

- quel est le lien entre l’incorporation membranaire de lipides polyinsaturés assimilés par 

l’alimentation et l’adhésion bactérienne in vivo ? 

- quels motifs protéiques portés par la flagelline interagissent avec les différents lipides ? 

- comment le flagelle, bien que plus volumineux (20 nm de diamètre et jusqu’à 15-20 µm 

de long) que la membrane plasmique eucaryote (40 Å en moyenne selon le type de lipides) 

n’induise pas sa destruction complète ? La ré-organisation du flagelle a été suggérée lorsqu’il 

interagit avec une surface abiotique hydrophobe afin de renforcer l’adhésion. Ceci pourrait être 

également le cas lors de l’interaction avec la membrane (Friedlander et al. 2015).  

De futurs travaux permettront d’apporter une compréhension globale de l’ensemble des 

facteurs impliqués dans l’adhésion. Ils pourront être utilisés afin de prédire l’adhésion 

bactérienne sur une composition lipidique membranaire donnée. Ces nouvelles connaissances 

pourront potentiellement conduire au développement de nouveaux traitements visant à inhiber 

la colonisation bactérienne et à mieux appréhender l’influence du régime alimentaire sur la 

susceptibilité aux pathologies bactériennes.  

Le flagelle bactérien est un objet d’étude surprenant. Récemment encore, un site 

enzymatique a été découvert et est présent chez 74 espèces bactériennes, dont Clostridium spp. 

E. coli et Salmonella spp., qui pourraient donc potentiellement posséder des activités 

enzymatiques ou d’autres activités biologiques non identifiées (Eckhard et al. 2017). D’après nos 

premiers résultats et ceux de nos collaborateurs, l’hypothèse que le flagelle serait 

potentiellement capable de traverser la membrane pour interagir avec l’actine, est proposée 

(Figures 87 et 88). La mesure de l’adhésion bactérienne sur des GUVs contenant de l’actine, entre 

autres, permettra dans le futur d’avancer sur cette réflexion (Tsai et al. 2011). 
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