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Résumé

Plusieurs bactéries possédent des agelles qui leur permettedd se déplacer dans
leur milieu. Ce sont des moteurs rotatifs, imbriqués dans la nrdrane, qui font tourner
des laments hélicoidaux a plus de 100 Hz et qui propulsent lesadtéries dans leur en-
vironnement. La source d'énergie des moteurs agellaire est@radient électrochimique
de protons de part et d'autre de la membrane dont I'énergie pentielle est conver-
tie en mouvement de rotation. Plusieurs facteurs in uencental rotation des laments,
notamment la concentration de certaines protéines dans lgtoplasme des bactéries.

A n d'étudier plus facilement les caractéristiques du moteuragellaire, un systeme
in vitro a été développé pour contrbler les conditions de rotation slenoteurs agellaires
d'Escherichia coli Pour ce faire, les bactéries ont été coincées individuetient a I'ex-
trémité d'une micropipette de verre. Une partie de la membrande la bactérie située a
I'intérieur de la micropipette a été perforée en utilisant Ablation laser femtoseconde.
La perméabilisation de la membrane de la bactérie a permis lentrole externe de la
source d'énergie du moteur et le remplacement du contenu cgtasmique par le liquide
a l'intérieur de la micropipette.

Avec le contréle des conditions de rotation du moteur, il a étpossible d'observer
la relation linéaire entre la vitesse de rotation des moteurg & di érence de potentiel
électrique appliquée. La rotation des laments des bact&s a €également été soutenue
pendant plus de 30 minutes grace a un gradient de pH. La di usicite protéines uores-
centes a l'intérieur des bactéries a permis de con rmer queine technique pourrait étre
utiliser pour étudier I'e et de certaines protéines, notammet CheY-P, sur la rotation
des moteurs. En n, notre technique a également permis des obgions préliminaires
de la dynamique d'entrée et de sortie des unités génératriahscouple dans les moteurs.

Ce nouvel outil pour I'étude du moteur agellaire devrait pemettre d'approfon-
dir notre compréhension du mécanisme de la génération du coaipglans le moteur en
fournissant des données permettant de mettre des contrainteax modeéles théoriques.
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Chapitre 1

Introduction

L'évolution a créé il y a des millions d'années ce que I'hunmapeinait encore a faire
il y a un peu plus de cent ans. Le moteur rotatif du agelle bactéen, qui fait moins de
50 nm de diamétre, peut tourner a plus de 18000 RPM et propulskrs bactéries dans
leur environnement a plus de 30 fois leur diameétre par secondéétude de ce moteur
est un dé auquel des chercheurs du monde entier s'attaquentplgs pres de quarante
ans. Le projet de recherche présenté dans cette these vise le fpmement d'un outil
additionnel pour I'étude de cette fascinante machine.

1.1 La motilité chez les bactéries

Plusieurs micro-organismes ont la capacité de se déplacer dags Imilieu. En gé-
néral, la motilité permet aux bactéries d'aller vers des emdits plus favorables, soit
en allant vers des milieux plus riches en nutriments ou en L&nant de substances
nuisibles [70]. La motilité permet également aux bactéries de s'immobilis@ n d'éviter
d'étre entrainées vers des milieux moins favorables. Les elis mécanismes qui per-
mettent aux bactéries de se déplacer sont étudiés depuis plustdente ans. Le role de
la motilité sur la virulence des bactéries pathogenes est égiment un sujet de recherche
actif [38, 89, 2].

Comme c'est souvent le cas en biologie, il existe dans le mondetbaen, une mul-
titude de stratégies di érentes pour se déplacer. La section sante présente quelques-
unes de ces stratégies. A moins d'indication contraire, lesemples qui suivent sont
tires de la référenced7).
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Certaines bactéries, telles que les myxobactéries et les wplasmes, sont capables
de se déplacer en glissant a la surface de matériaux humides (\[6B] pour une revue
de la littérature sur ce sujet).

Pour certainesRickettsia et lesListeria, qui sont des parasites de cellules eucaryotes,
la motilité est essentielle a leur capacité d'infection. En e etune fois a l'intérieur d'une
cellule héte, elles sont en mesure de polymériser les protéikactine produites par
I'n6te. Il se forme alors une chaine d'actine derriere la baaie, qui la propulse vers
d'autres cellules a infecter{4].

Plusieurs bactéries sont munies d'un ou plusieurs agelles quirgent a leur loco-
motion. Les agelles bactériens sont rigides et ont la formeuwhe hélice (tire-bouchon),
contrairement aux agelles des cellules eucaryotes (spertoaoides). Les bactéries qui
se déplacent a l'aide d'un ou de plusieurs agelles possedent,aadase de chacun de
leurs agelles, un moteur rotatif. Ce moteur, trés similaire tine bactérie a l'autre, est
de dimension nanométrique et peut faire avancer les bactédede trés grandes vitesses
(voir la gure 1.2 pour une représentation du moteur).

Les spirochetes €.9. Treponema pallidum l'agent causal de la syphilis) possedent
des regroupements d'endo agelles, appeldaments axiaux , qui longent la bactérie
sous son manteau externe. La rotation de ces laments lui pertnde se déplacer en
faisant bouger toute la cellule en un mouvement de tire-bouch.

Les Caulobacter quant a elles, se retrouvent en deux formes distinctes de cédil
Une forme mobile posséde un agelle polaire unique, qui lui peeinde se déplacer dans
son milieu et une forme pédiculée, sans agelle, qui lui permdtadhérer aux surfaces.
Seule la forme pédiculée de la bactérie est capable de divisgmtlulaire asymeétrique,
c'est-a-dire qu'elle permet la croissance de la bactérie qui siigle ensuite en deux
cellules, une de chaque type.

Les Bdellovibrio sont de petites bactéries qui parasitent d'autres bactériesr@m-
négatives. Elles se propulsent a grande vitesse (jusqu'a 16@h/s) vers une cellule
héte a l'aide d'un agelle polaire unique. LeBdellovibrio réussissent alors a percer un
trou dans la paroi cellulaire de leur héte pour se loger dang$pace périplasmique
(voir la section 1.2 pour une explication de la structure de la membrane bactériar).
Le Bdellovibrio perd alors son agelle et se multiplie en se nourrissant du contenu
cytoplasmique de I'héte, entrainant la mort de ce dernier.

De son c6té, la bactérigcscherichia coli comme plusieurs autres bactérie®(g. Sal-
monella Rhodobacter etc.), posséde une distribution péritriche (aléatoire) de pkieurs
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agelles sur sa surface (4 a 6 laments, en moyenne). Lorsque ques dmctéries se dé-
placent, les laments de chaque bactérie tournent dans le & sens de rotation et se
regroupent pour la propulser. Les travaux décrits dans cettihése ont été réalisés avec
E. coli mais pourraient potentiellement étre étendus a d'autres eépes bactériennes.

Les sections suivantes présentent les principaux élémentsegsaires a la compréhen-
sion du moteur agellaire du agelle bactérien. La sectiorl.2 expliquera les principales
caractéristiques des membranes bactériennes et la sectlo®.2 présentera quelques mé-
thodes courantes pour les manipuler. Ensuite, la sectidn3 illustrera la structure du
moteur agellaire bactérien, ses principales composantesst source d'énergie. En n, la
sectionl1.4 présentera les grandes lignes de mon projet de doctorat, eanliavec I'étude
du moteur agellaire.

1.2 La membrane des cellules bactériennes

Le moteur agellaire bactérien est constitué de plusieurs corfgxes de protéines qui
sont imbriqués dans la membrane de leur cellule. La membranelalaire est nécessaire
autant pour l'assemblage que pour la rotation des moteurs agiaires. Par conséquent,
I'étude du moteur agellaire nécessite de comprendre la struate et les fonctions prin-
cipales de la membrane bactérienne.

1.2.1 Composition de la membrane bactérienne

La membrane des cellules bactériennes se divise en deux partiga membrane
plasmique et la paroi cellulaire

La membrane plasmique est semi-perméable, c'est-a-dire qu'elle laisse passer
I'eau et certaines autres petites molécules, mais empéchecieculation de la plupart
des ions et des grosses molécules.

La membrane plasmique est principalement composée d'une dabbuche de phos-
pholipides de 7 8 nm d'épaisseur 70]. Les phospholipides sont des molécules amphi-
philes, c'est-a-dire qu'elles possédent une partie hydrophié une partie hydrophobe.
La gure 1.1 montre une double couche de phospholipides vue de c6té. Lesé@mnités
hydrophobes des phospholipides se retrouvent au centre de tautlle couche tandis que
la partie hydrophile des phospholipides est située vers l'extéur de la membrane. La
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membrane plasmique contient aussi de nombreuses protéines itk par la bactérie.
Certaines protéines ayant besoin d'étre ancrées dans la meane plasmique, voire de

la traverser, a n de remplir leurs fonctions 7Q].

Fig. 1.1 |lllustration d'une double couche de phospholipides. Les extrétés hydro-
phobes des phospholipides se retrouvent au centre tandis geerlpartie hydrophile fait
face a I'extérieur. Des protéines sont ancrées dans la memiea

o EE NN .
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La membrane plasmique est généralement représentée commeraosaique uide ;
la majorité des protéines ancrées dans la membrane sont lbm@e se déplacer latérale-
ment dans celle-ci, au gré de la di usion. La uidité de la memiane plasmique permet
également la réparation spontanée de certains pores qui praient apparaitre dans
celle-ci (voir la section3.2 pour plus de détails).

La paroi cellulaire d'une bactérie possede de multiples fonctions. Elle lui donne
sa forme, contribue a sa pathogénicité et la protege contre degbstances toxiques et
contre la lyse osmotique. La paroi cellulaire contient géndeament une couche de pepti-
doglycane, un polymere poreux constitué de N-acétyl-glucoserm et d'acide N-aceétyl-
muramique. Il existe principalement deux types de paroi celaire chez les bactéries.
Une coloration de Gram permet d'identi er le type de paroi d'une cellule.

Bactéries Gram-positives

Les bactéries Gram-positives sont de couleur pourpre suite agueoloration de Gram.
La paroi cellulaire de ce type de bactéries est constituée deinnique couche de peptido-
glycane de 20 a 80 nm d'épaisseuf(]. La paroi se trouve a l'extérieur de la membrane
plasmique. L'espace, de quelques nanometres d'épaisseur, eetdr couche de peptido-
glycane et la membrane plasmique est appeddpace périplasmique .
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Certaines bactéries Gram-positives, telles que le batonnBecillus subtilis [84] et
la coqueStreptococcug49, 6] possedent aussi des agelles et sont parfois utilisées pour
I'étude du moteur agellaire bactérien.

Bactéries Gram-négatives

Les bactéries Gram-négatives telles que coli sont de couleur rouge ou rose suite
a une coloration de Gram. Leur paroi cellulaire est constituéune membrane externe
et d'une couche de peptidoglycane.

La membrane externe, comme la membrane plasmique, contiersdphospholipides
et certaines protéines propres a chaque bactérie. Elle cami également des porines,
protéines dont le role est d'augmenter la perméabilité de laembrane, et des lipopo-
lysaccharides, protéines aux fonctions multiples. Une couche geptidoglycane de 1 a
3 nm d'épaisseur se trouve sous la membrane externe. Le peptigoghe joue ici le méme
rle de protection et de maintien de la forme que pour les baetes Gram-positive 70].

La membrane plasmique se trouve a lintérieur de la couche deppeoglycane.
L'espace de chaque c6té du peptidoglycane, c'est-a-dire enta membrane externe et
la membrane plasmique, est appeléebpace périplasmique . Il peut avoir plusieurs
dizaines de nanometres d'épaisseuf(J. Certaines bactéries Gram-négatives possedent
également des pili sur leur surface externe. Ces pili, qui ne sdrabituellement pas
impliqués dans la maotilité, peuvent avoir plusieurs microntees de longueur et 3 a
10 nm de diametre TQ.

1.2.2 Sphéroplastes, enveloppes et bactéries lamenteuses

De nombreux génes et protéines servent a dé nir et maintenia forme d'une cellule
bactérienne. La forme des bactéries peut étre a ectée en ttvaint des cellules modi ées
génétiguement ou des cellules de type sauvage qui sont exposéds rayonnement UV,
des antibiotiques, une température anormale, des carencesritives ou des contraintes
physiques particuliéres§6, 91].

L'utilisation d'agents chimiques ou d'antibiotiques pour nodi er les propriétés de
la paroi cellulaire bactérienne produit des changementsagiparence rapides et specta-
culaires. L'utilisation d'antibiotiques de la famille des bé&-lactamines, en particulier,
permet d'inhiber la formation normale du peptidoglycane néessaire a la paroi cellu-
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laire [70]. Chez les bactéries Gram-négatives, l'ajout de ce type didmiotique peut
mener a la formation desphéroplastes , permettant de produire dessnveloppes bac-
tériennes ou encore d'obtenir dedbactéries lamenteuses

Sphéroplastes

Des sphéroplastes peuvent étre produits a partir de bactéri€@am-négatives en les
incubant en présence de pénicilline ou en les exposant a de lsolgyme, une enzyme
qui dégrade la couche de peptidoglycan&(].

Les sphéroplastes sont des bactéries qui ne possédent plus detmue peptido-
glycane dans leur paroi cellulaire. Ceci fait en sorte que lesllules perdent leur forme
habituelle et ont I'apparence d'une sphere. L'absence de péfuglycane rend égale-
ment les sphéroplastes trés sensibles a la lyse osmotiqé€.[Pour que les cellules
bactériennes puissent continuer de grandir ou de rester viva#, le milieu de culture
doit étre isotonique, c'est-a-dire posséder la méme pression osiopad que le cytoplasme
des sphéroplastes.

Enveloppes bactériennes

Les enveloppes bactériennes sont des bactéries dont la meamlera été partiellement
détruite, puis refermée. Elles sont dépourvues de la plupared composantes internes des
bactéries €.g. ADN, protéines solubles, etc.), mais possédent encore quelquesaraux
de peptidoglycane dans leur paroi cellulaire. Certaines slenveloppes possedent, dans
un de ces morceaux de peptidoglycane, un moteur qui peut éfoactionnel en présence
d'une source d'énergie arti cielle. Voir les référence9, 72] pour le protocole complet
de la production des enveloppes et la sectidhl.4 pour une analyse des principaux
avantages et inconvénients de l'utilisation d'enveloppesedcellules bactériennes pour
I'étude du moteur agellaire bactérien.

Bactéries lamenteuses

La céphalexine est un antibiotique qui fait partie de la famié des béta-lactamines. I
a la particularité d'agir principalement sur un seul des sites'dction des béta-lactamines.
La céphalexine empéche la formation de la paroi cellulaireiigsert a former le septum
(le mur) permettant la division cellulaire [35]. Les bactéries s'allongent donc au lieu de
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se diviser. Lorsqu'une souche de bactéries Gram-négatives estilmée en présence d'une
faible concentration de céphalexine, la vitesse de croissanes thactéries, telle que me-
surée en fonction de l'augmentation de leur longueur plutoétug par I'augmentation de
leur concentration, n'est pas a ectée et suit une courbe de assance exponentielleZp).

L'élongation maximale des bactéries dépend de plusieurs taas, mais les bac-
téries peuvent atteindre plusieurs dizaines de micrométree longueur sans trop de
dicultés [ 79. Dans le cas de bactéries mobiles, elles demeurent capalilesnager
vigoureusement, méme lorsqu'elles atteignent plus de 7&.

Dans notre systemen vitro (voir la section 4.1), nous utilisons donc des bactéries
E. coli lamenteuses a n de pouvoir coincer le corps de la bactérie da un étrangle-
ment, fabriqué pres de I'extrémité de la micropipette, touen observant des laments
a l'extérieur. En e et, les bactérieskE. coli ont naturellement une longueur de seule-
ment 2 6 m (etun diamétre d'environ 1 m). L'allongement des bactéries avec la
céphalexine facilite grandement leur manipulation.

1.3 Le moteur agellaire bactérien

Le moteur agellaire de la bactérie Gram-négativeescherichia coli possede toutes
les parties d'un moteur rotatif traditionnel; un stator est ancré dans les di érentes
parties de la membrane bactérienne et fait tourner umotor a des vitesses pouvant
dépasser 300 Hz. Le moteur contient des protéines qui sont capabtie transformer de
I'énergie potentielle électrochimique en mouvement physig.

1.3.1 Source d'énergie

Le moteur agellaire tourne lorsque des protons (H) passent au travers du mo-
teur et que celui-ci transforme leur énergie potentielle @ochimique en déplacement
mécanique. La source d'énergie du moteur agellaire El' coli (et d'autres bactéries
au moteur similaire) est donc le gradient électrochimique dergions, appelé laforce
proton-motrice  (fpm) [45, 49]. Celle-ci représente I'énergie maximale que peut dissi-
per un proton qui passe de l'extérieur a l'intérieur d'une celle. Elle est composée de
la di érence de potentiel électrique et du gradient de pH en¢ l'intérieur et I'extérieur
de la membrane de la bactérie :

2:3KT

p= ~— pH LD
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ou pestlafpm, est la di érence de potentiel électrique entre l'intérieur el'exté-
rieur de la membrane bactériennek est la constante de BoltzmanT est la température
absolue du milieu,e est la charge d'un électron, et pH est le pH interne moins le pH
externe. Pour des cellules étuvées aun pH 7:7,ona p 140 mV [g].

Pour des laments ayant une vitesse de rotation de 20 40 Hz, environ 1200 H
sont nécessaires pour chaque révolution du motelws7]. Cette mesure a été e ectuee
a partir du courant total d'une population de bactéries puisge le courant genéré par
le mouvement d'ions a travers un seul moteur est estimé a environ0:3 pA dans les
meilleures conditions §7], ce qui est tres di cile a mesurer directement.

La section2.1.2abordera plus en détails I'e et de la variation du pH sur la roation
du moteur agellaire.

1.3.2 Structure et assemblage du moteur

Chaque agelle est composé des trois parties qui forment le moteur agellaitgac-
térien : le lament , le crochet et le corps basal. La gure 1.2illustre les principales
structures du moteur.

Le terme lament fait référence a la structure hélicoidale rigide qui propulsk
bactérie dans son environnement. Le lament a 10 m de longueur et 20 nm de
diamétre [6]. Il est composé d'un polymere de protéines FliC. Durant 'assditage du
lament, chacune des protéeines FliC est synthétisée dans le oyilasme puis exportée
vers le bout du lament en passant par le milieu de celui-ci, quést creux. Les protéines
sont ajoutées au bout du lament sous la régulation d'un compi® de la protéine
FIiD [21]. Le lament peut adopter 11 conformations disctinctes lorsl'un changement
de pH externe ou encore sous l'application d'une force exterte.g.lors d'un changement
de direction de rotation du moteur, voir la section2.1.1), entrainant des changements
de pas et de chiralité dans la structure du lament82, 87].

Le crochet , qui est un polymére de protéines FIgE, s'attache au agelle &t 'axe
(la partie du rotor qui est située dans le moteur) via d'autres mtéines R1]. Le crochet
est trés exible et joue le rbéle d'un joint universel §, 36]. Il assure la transmission du
couple entre le moteur et le lament et ce peu importe I'anglentre I'axe de rotation
du lament et du moteur.

La partie du moteur qui est imbriquée dans la membrane cellute de la bactérie
est appelée lecorps basal . Celui-ci a un diamétre maximum de 45 nm P6, 59|, il
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Filament
Anneau L

Crochet Anneau P

Membrane externe
Peptidoglycane Unités génératrices

/ du couple (UGCs)

Membrane plasmique

Anneau MS-C

~45 nm

Fig. 1.2 lllustration de la structure du moteur agellaire bactérien.Les trois couches
de la membrane bactérienne, le corps basal, le crochet et uraatig du lament sont
représentes.

est constitué de 13 protéines et nécessite 26 protéines pour son expression et son
assemblaged7, 58. Il est composé dustator et d'une partie du rotor .

Le rotor

La partie rotative du moteur agellaire est composée du lamen du crochet, de
I'axe et de 'anneau MS-C qui comprend les protéines qui inggissent avec les protéines
du stator a n de générer du couple dans le moteur. Bxe est la partie du moteur qui
relie le crochet et les composantes cytoplasmiques du rotdrest situé principalement
dans le centre des anneaux L et P et il est composé des protéinégBEr FIgC, FligF
et FIgG [2]]. L'anneau MS-C est composé d'anneaux de protéines FliF, FliEliM et
FIliN [87, 58]. Celui-ci joue un réle primordial dans la génération du taue et dans le
changement de direction de la rotation du moteur87, 58] (voir la section 2.1.1 pour
plus de détails).
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Le stator

La partie statique du moteur agellaire est composée de plusieiranneaux qui
ancrent le moteur a la membrane bactérienne et de protéinegssponsables de la ro-
tation du moteur, qui sont appelées lesnités génératrices du couple (UGCs). Les
protéines FIgH et Flgl composent respectivement I'anneau L,tgé dans la membrane
externe, et l'anneau P, situé dans la couche de petidoglycaf@b, 21]. Ces anneaux
serviraient de bague de palier pour I'axe, mais il n'a pas erreoété démontré s'ils
sont totalement xés en place ou s'ils sont en mouvement par rappt a la membrane
bactérienne ou par rapport au rotor §7).

Unités génératrices du couple (UGCs)

Chaque UGC est composée de 2 MotB et 4 MotA qui forment un complej@. Au
moins 11 copies de ce complexe se retrouvent en un anneau autel I'anneau MS-
C [73]. Chaque UGC, qui possede des domaines dans l'espace périplasejigans la
membrane plasmique et a l'intérieur de la cellule, contientedix canaux ioniquesi4, 87).
La partie périplasmique de MotB se loge dans la couche de peptgdycane, tandis que
son autre extrémité interagit avec la partie supérieure de tmeau C B7, 47, 114 115
pour générer le couple grace au passage d'ion$ Har translocation P]. Les UGCs
posseédent de nombreuses autres caractéristiques intéressantes plus importantes
sont présentées dans la sectichl

1.3.3 Assemblage du moteur agellaire

L'assemblage du moteur agellaire est un processus tres complaxe requiert des
dizaines de protéines?l]. Certaines des protéines s'assemblent spontanément tandis
gue d'autres ont besoin de chaperons pour coordonner leur meseplace 21]. La gure
1.3donne une idée de la complexité de ce processus.

Notons seulement que I'assemblage du moteur se fait de l'inténierers I'extérieur,
en commencant par lI'anneau C et le reste du corps basal, et se teramt par le lament
et possiblement les UGCg]. Pour des articles de revue de I'assemblage, vaid] et [21].
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Fig. 1.3 Assemblage du moteur agellaire pour les bactéries Gram-négags. A chaque
etape, les parties nouvellement ajoutées sont grises. Le nons geotéines ou des genes
impliqués dans l'assemblage, mais qui ne font pas partie de lawstture nale, est
indiqué entre parentheses. 4, Fig. 2].)

1.4 Description du projet de recherche

Divers facteurs compliquent I'étude du moteur agellaire otatif bactérien. La vi-
tesse de déplacement des composantes, qui peut atteindre 300 HZadres petite
taille du moteur (moins de 45 nm) freinent I'avancement desoonaissances dans ce
domaine. De telles di cultés ont toutefois donné naissance aysieurs techniques inno-
vatrices pour I'étude du moteur agellaire, telles que I'uilisation de I'électro-rotation [8],
I'attachement des cellules par le lament {ethering) [56, 50] et l'utilisation de pinces

optiques fL2].

Aux contraintes physiques s'ajoute le fait que les bactériesrdwivantes et qu'il peut
étre di cile de contrbler tous les parametres des expériers sans que les bactéries ré-
agissent et modi ent alors les conditions de rotation de leunsioteurs (e.g.la régulation
du pH a l'intérieur du cytoplasme des bactéries en fonction da fpm [13]).

Le but principal de mon projet de doctorat est le développemem'un systeme
in vitro pour I'étude du moteur agellaire bactérien, c'est-a-dire d développer une
méthode expérimentale qui permettrait d'isoler et de contiér tous les parametres qui
a ectent la rotation du moteur agellaire. Nous voulions déelopper une technique qui
permet a la fois :

1. Un contr6le direct sur la fpm qui fait tourner le moteur du agelle bactérien,

2. Un accés complet aux composantes internes du moteur.
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Plusieurs méthodes ont été utilisées a n de controler les cotidns de rotation des
moteurs agellaires. La technique qui avait permis de se rappcher le plus de ce que
nous souhaitions mettre en place a été développée par Fung etr® [32. Compte
tenu des résultats obtenus par Fung et Berg, nous avons utilisée approche similaire
an de créer notre systemen vitro pour I'étude du moteur agellaire deE. coli. Des
micropipettes de verre servent a coincer et étudier les badss une a une. A n de pallier
aux limitations de la technique de Fung et Berg (identi ées dns la section3.1), nous
avons utilisé la technique de I'ablation laser pour perforealpartie de la membrane de
la bactérie qui se trouve a l'intérieur de la pipette. Cette penéabilisation est totale et
hautement localisée, permettant une gamme tres vaste d'expces.

Plan de la thése

Le chapitre 2 présentera les caractéristiques importantes du moteur adaire de
la bactérie E. coli qui n‘ont pas encore été abordées. Le chapit@décrira les princi-
pales approches qui ont été utilisées précédemment pour éerdle moteur agellaire
bactérien et les aspects théoriques qui sont nécessaires pounm@ndre ces techniques.
Les méthodes expérimentales utilisées et les résultats denmediechniquein vitro seront
décrits dans le chapitred. En n, le chapitre 5 présentera une analyse de nos résultats
et les perspectives de notre approche.



Chapitre 2

Le moteur agellaire bactérien

Tel que mentionné dans la sectiol.3 le moteur agellaire bactérien est étudié
depuis plusieurs années et beaucoup d'informations ont étécamulées a son sujet.
Le mécanisme de la transformation de I'énergie potentielleeétrique en couple par le
moteur et celui de la transmission des signaux de chimiotaxie ol potentiel d'étre
utilisés comme modele pour des phénomeénes équivalents ddastdes organismes. Dans
ce chapitre, certaines des caractéristiques importantes cwteur seront présentées dans
la section2.1 La section2.2 discutera des derniers modeéles développés pour expliquer
le mécanisme de rotation du moteur et présentera brievementrta@nes des questions a
répondre a n d'approfondir nos connaissances sur le moteur afjaire.

2.1 Caractéristiques du moteur agellaire

Plusieurs données sont utilisées a n de caractériser le moteurgallaire et ainsi res-
treindre les modeles théoriques qui tente d'expliquer sonnictionnement. Les moteurs
agellaires d'E. coli tournent toujours a la vitesse maximale qui leur est possible dat
teindre en fonction de la charge qu'ils déplacent et de l'arfijude de la force qui les
fait tourner. Une compréhension compléte des moteurs requiglonc, entre autres, la
connaissance de la relation entre le couple généré par le moten fonction de sa vitesse
de rotation et de la relation entre la vitesse de rotation et ladrce proton-motrice. Il
est également nécessaire de connaitre les propriétés des snifénératrices du couple
(UGCs), les caractéristiques des pas dans la rotation des mateet les changements qui
s'e ectuent dans les moteurs lors du phénomeéne de la chimotaxLes sections suivantes
aborderont ces divers aspects.
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2.1.1 Chimiotaxie

La fonction principale du moteur agellaire est de permettrda chimiotaxie, c'est-a-
dire le déplacement des bactéries vers des milieux plus featdes. Lorsqu'une bactérie
se déplace, tous ses moteurs tournent dans le sens anti-horaied qu'observé lorsque
la bactérie s'éloigne de l'observateur, et propulsent la bacté dans une direction. C'est
le changement de la direction de rotationgwitching) d'au moins un moteur qui per-
turbe le mouvement de la bactérie et change sa direction de d#gement R4 (voir la
gure 2.1). En alternant entre des déplacements rectilignes, appelégsktourses, et
des changement de direction aléatoires, appelés aedbutes , les bactéries e ectuent
une marche aléatoire dans leur environnement. Cependantage a la chimotaxie, les
bactéries sont en mesure de biaiser Iégerement leurs déplaggm@our, en moyenne,
se diriger vers un milieu plus favorable.

N
a W&%K
A x:
; CCW-’-'*— Cw —-—l-i— CCW _8
" — /- 0ld run —»l«— Tumble —»|‘— New run \—

Fig. 2.1 Processus complet de changement de direction d'une bactérie. Uament
change de direction de rotation et réoriente la bactérie. Mola référence 24] pour une
description compléte du phénomeéne. Figure 7 de la référen2d]|

A n de biaiser leur déplacement, les bactéries modulent la pbabilité qu'un moteur
change de direction de rotation et a ectent ainsi la durée deelrs courses. Pour ce
faire, des récepteurs a la surface des bactéries détectentaines molécules d'intéréts
et modulent l'activité de la kinase responsable de la phosphoayion de la protéine
CheY. C'est l'interaction de la forme phosphorylée des protées CheY (CheY-P) avec
les protéines FliM de lI'anneau MS-C qui est responsable du chamgent de la direction
de rotation des moteurs agellaires§6, 6]. La probabilité pour un moteur de tourner
dans le sens horaire dépend fortement de la concentration dee€y -P, comme l'illustre la
gure 2.2[22]. Par conséquent, en présence d'un gradient positif de prodsiiattractifs,
les courses seront plus longues que lorsque I'environnementalbactérie est uniforme.
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Notons que le changement de la direction de rotation des motsun'a pas d'e ets sur
le gradient électrochimique de protons qui fourni I'énergiau moteur, celui-ci garde la
méme amplitude et la méme direction.
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Fig. 2.2 Pourcentage de temps durant lequel les moteur ont tourné dsite sens horaire
(CW biag) en fonction de la concentration de la forme phosphorylée deprotéine CheY
(CheY-P). Figure 2 A de la référenceZ?).

Récemment, I'ensemble du phénoméne de changement de la diioecde rotation
du moteur a été décrit et modélisé d'un point de vue mathématiege par Baiet al. [4].
Brievement, l'interaction entre les protéines CheY-P et FNM entraine un changement
dans la conformation des complexes de protéines qui compad@amneau MS-C (FIliM,
FIliN et FIiG). Un processus stochastiqgue détermine la probabit que I'ensemble des

34 protomeres qui composent I'anneau MS-C changent de comfiation et permettent
la rotation du moteur dans le sens horaire. Si I'ensemble desopymeres ne sont pas
dans la méme conformation, le moteur e ectuera un ralentisseamt ou une pause dans
sa rotation [4].

Plusieurs facteurs, dont la chargel[lZ et la température P9], a ectent la probabilité
des changements de direction de rotation des moteurs. D'aa#r recherches sont néces-
saires pour comprendre comment l'interaction des protéineke I'anneau MS-C entre
elles et avec les UGCs peut permettre la rotation dans le sensice [6].
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2.1.2 Relation entre la vitesse de rotation et la force proton-
motrice

Tel que mentionné a la sectiorl.3, la source d'énergie du moteur agellaire est la
force proton-motrice (fpm). Plusieurs études ont montré quealvitesse de rotation du
moteur dépend linéairement de la fpm pour toute la plage physbgique, c'est-a-dire de
OmVjusqua p= 150 mV B7, 32 33. Il semble également qu'au moins un certain
pourcentage des bactéries sont en mesure de changer de dioectie rotation lorsque la
fpm appliquée est inversée, indiquant que le cycle mécanoraigue responsable de la
rotation est réversible B2, 87]. Cependant, comme le montrent les sections suivantes,
I'in uence des di érentes parties de la fpm sur la rotation dumoteur est complexe et
n'est pas encore entierement comprise.

E ets du pH externe

La variation du pH externe semble avoir peu d'impact sur la vitese de rotation du
moteur agellaire. Chen et Berg ont montré que pour la plage@pH,,.eme = 4;7 8;8, la
variation de la vitesse de rotation des moteurs est trés faiblé @, peu importe la charge
appliquée L9 (voir la gure 2.3). lls ont conclu que I'étape cinétiquement limitante de
la rotation n'était pas trés sensible au pH externe. Minamint al. ont produit des
résultats similaires, montrant que la vitesse de déplacement desctéries était presque
indépendante du pH externeq9]. Ces résultats s'expliquent principalement par le fait
gue méme si la partie de la fpm qui est produite par la di érencesdbH augmente lorsque
le pH externe diminue, les bactéries modi ent le contenu delir cytoplasme pour réduire
la di érence de potentiel membranaire et stabiliser la fpm. La gure 2.4 (points
blancs) illustre ce phénomene.

Cependant, des expériences faites sur une souchie.doli qui posséde des moteurs
chimériques (qui fonctionnent grace aux ions Na voir la section 3.1.3 suggerent plu-
tét que l'e et de la di érence de potentiel membranaire etde pHsurlafpm p
n'‘est pas le méme lorsque la charge appliquée sur le moteur estifgetomme l'indique
la gure 2.5[48 87]. Selon les résultats de cette étude, ap égale, une plus grande
concentration de protons a l'extérieur de la cellule (pHime bas) entrainerait une ro-
tation plus rapide du moteur. Leurs résultats suggerent doncug l'arrivée d'ions H au
moteur pourrait étre une des étapes cinétiquement limitaetde la rotation du moteur
pour une charge faible48, 87]. Sowaet al. ont émis I'hypothése que les études précé-
dentes (Gabel et Berg32] et Fung et Berg B3]), qui avaient regardé la proportionnalité
entre la vitesse et la fpm, avaient principalement a ecté et non p [87]. D'autres
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Fig. 2.3 Vitesse de rotation normalisée des moteurs agellaires en forat du pH ex-
terne. Les di érents graphiques représentent di érents irérvalles de vitesse de rotation
(charges) allantde 17Hz a 250Hz. Figure 2 de la référencelp].

études sont nécessaires, en particulier dans le moteur de type\smge dE. coli, an
d'éclaircir cet aspect de la dynamique de la rotation des mates agellaires (voir la
section2.2).

E ets du pH interne

Pour étudier I'e et du pH interne sur la rotation du moteur ag ellaire, Minamino
et al. et Nakamuraet al. ont utilisé des acides faiblesg.g. acétate) pour baisser le pH
interne des bactériesq9, 63 (voir la section 3.1.2pour plus de détails sur la procédure
expérimentale). Les résultats de Nakamurat al. sont reproduits dans la gure2.6. La
forte réduction de la vitesse de rotation des moteurs observégdque le pH interne est
réduit ne peut pas étre expliquée seulement par la variationedfpm causée par leur
technique expérimentaled9| (voir la gure 2.4 (points noirs )). La chute de vitesse est
particulierement prononcée lorsqu'une petite charge est alguée sur le moteur $3].
Minamino et al. ont donc conclu que la concentration absolue des protons dales
cytoplasme pourrait étre un des facteurs qui déterminent laitesse de rotation des
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Fig. 2.4 Contribution de V,, (A) et du pH (B) a la fpm totale (C) avec (points
noirs ) ou sans points blancs ) acétate dans le milieu de motilité. L'acétate permet
d'équilibrer le pH interne au pH externe. Figure 2 de la réfénce 59|.

moteurs.
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Fig. 2.5 Vitesse de rotation en fonction de la force sodium-motrice. A foe sodium-
motrice égale (SMF), la vitesse de rotation est plus élevée poume concentration de
sodium externe, Na* ], plus élevée. Figure 3 de la référencg.

Fig. 2.6 En haut , pH,,me avec (b) ou sans (a) benzoate de potassiurkn bas,
vitesse de rotation avec (d) ou sans (c) benzoate de potassium. Gbha symbole re-
présente une charge di érente (les charges plus faibles onteuvitesse de rotation plus
élevée &H, eme = 7;5. Figure 1 de la référencegp).

E ets isotopiques

L'e et de la variation isotopique dans le milieu, c'est-a-die le fait de remplacer I'hy-
drogéne de I'eau par son isotope le deutérium §B par D,0), a été étudié cheZ. coli.
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Pour ce faire, Chen et Berg ont visualisé la rotation de microltes attachées sur les -
laments [L9]. La variation du nombre de billes attachés sur les lamentselur permettait

de varier la charge appliquée sur le moteur. De plus, leur mogia expérimental leur
permettait de passer facilement le solvant de leur milieu de mibte de H,O vers D,O.

Chen et Berg ont découvert qu'a faible charge (haute vitesse detation), passer de
H,O a D,O réduisait le couple généré par les moteurs agellaires (vda gure 2.7).

Ce résultat indique la présence d'une étape cinétiguement litante dans la rotation du

moteur qui est liée au transfert par dissociation des protongd.

Fig. 2.7 Ratio du couple généré par le moteur dans le,D par rapport au couple
dans le HO en fonction de la vitesse de rotation pour deux températuresigtre 1 de
la référence 19.

2.1.3 Unités génératrices du couple

Tel que mentionné dans la sectiod.3.2 les unités génératrices du couple (UGCs)
du moteur agellaire sont des complexes des protéines MotA BtotB. L'augmentation
progressive de la quantité des protéines MotA ou MotB dans uneattérie qui n'en
contient pas au départ méne a l'augmentation par pas de la ei$se de rotation des
moteurs [L1, 10] (voir la gure 2.8). Ce processus est appelé lg@surrection des mo-
teurs. Au départ, ce type d'expérience a permis d'observer unaximum de 8 pas, mais
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une étude plus récente a montré qu'au moins 11 pas pouvaielreédétectés, suggérant
gu'il y a au moins 11 UGCs par moteur 13]. Ce nombre d'UGCs correspond bien au
nombre de protéines observées dans le stator des moteurs enrosicopie électronique
(10 12) [40.

Fig. 2.8 Vitesse de rotation en fonction du temps pour une bactérie atthée sur une
lamelle par un de ses laments. L'ajout d'UGCs dans le moteur, pd'augmentation de
la quantité des protéines MotB dans la bactérie, augmente latesse de rotation. Deux
UGCs font tourner le moteur a deux fois la vitesse d'une seule UGCigare 3 b de la
référence 11].

D'autres expériences ont montré que l'augmentation de latesse en fonction du
nombre d'UGCs dépend de la charge appliquée sur le moteur. Ldegse de rotation
du moteur est proportionnelle au nombre d'UGCs lorsque la chaggsur le moteur est
grande [73]. Cependant, pour une petite charge appliquée, I'augmetian de la vitesse
de rotation décroit Iégérement en fonction du nombre d'UGCséjh présentes dans le
moteur [76]. En n, pour une charge trés petite, une seule UGCs permet au neir
de tourner a sa vitesse maximalelll. Ces résultats démontrent que les UGCs du
moteur agellaire ont un facteur de marche éleveduty ratio), c'est-a-dire que durant la
génération du couple par une UGC, celle-ci demeure attachéeraoteur la majorité du
temps [76]. Par conséquent, pour une faible charge, la vitesse du motest émitée par
la vitesse a laquelle 'UGC ayant e ectué le pas précédent peut dessocier du rotor et
permettre le pas suivant. Dans ces conditions, I'ajout d'UGCsenpermet pas d'accélérer
la rotation du moteur [6, 87].

En plus d'étre en mesure de s'additionner progressivement, commans les expé-
riences de résurrection, les UGCs sont en mesure d'entrer et detisatu moteur a-
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gellaire durant sa rotation. Des expériences avec des prots MotB-GFP' ont montré
gue 200 UGCs étaient présentes dans la membrane des bactéries éeltps étaient
continuellement échangées avec celles des moteurs. Ce ph@me est illustré dans la
gure 2.9 ou les protéines uorescences d'un moteur sont photoblanchiet rempla-
cées graduellement par di usion. La constante de temps de IRange des UGCs est de
0; 04 s ! [46]. Autrement dit, chaque UGC reste en moyenne 25 s dans le moteavant
d'étre échangée.

Fig. 2.9 Les molécules uorescentes (GFP) attachées sur les UGCs d'un teaar sont
photoblanchies. Avec le temps, les UGCs de ce moteur di usent etrdaemplacées par
d'autres UGCs n'ayant pas été photoblanchies. Figure 3 a de léférence 46).

La localisation et I'activation des UGCs dans les moteurs sengbtiépendre de la fpm
chezE. coli [32] et de la force sodium-motrice (fsm) pour les moteurs chimétigs B8
et les moteurs au sodiumdl]. Dans les bactéries possédant les deux types d'UG@Esq.
Shewanella oneidensi$IR-1), la localisation dans le moteur des UGCs fonctionnant
au sodium dépend également de la fsr89, 97]. C'est le recrutement des UGCs pres
d'un moteur qui engendrerait un changement de conformatiodes protéines MotB et
I'attachement des UGCs au peptidoglycane4p, 97]. Seule la forme active des UGCs
permettrait la circulation des ions.

Certaines des protéines qui interagissent avec les UGCs seraégalement capables
d'entrer et de sortir des moteurs. Les protéines FIliN et FliM, gi font partie de I'an-
neau MS-C et qui jouent un réle important dans le changementedla direction de
rotation des moteurs (voir la section2.1.1), peuvent entrer et sortir d'un moteur en
rotation. L'échange des protéines FIiN se ferait sur plusieudizaines de minutes 30|
tandis que le temps de vie des protéines FliM a l'intérieur donoteur serait de 40 s R5|.
L'échange des protéines FliM dans le moteur dépendrait égaient de son interaction
avec la forme phosphorylée de la protéine Che24. Il n'y aurait pas d'échange des pro-
téines FliG dans les moteurs en rotation30]. Les raisons de ces échanges de protéines

IGFP : green uorescence protein une protéine uorescence qui peut étre fusionnée a d'autres
protéines pour étre synthétisée par les cellules.
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sont encore inconnues et sont présentement étudiées par plusselaboratoires.

2.1.4 Pas dans la rotation

Les expériences de résurrection des moteurs agellaires iti@mées précédemment
ont également permis une premiere estimation de la taille dpas (step9 dans la rotation
du moteur. En mesurant les uctuations dans la vitesse de rotatiodes moteurs, Samuel
et Berg ont calculé que le moteur devrait faire au moins 400 pas par révolution
( 50 pas par UGC, pour 8 UGCs dans un moteur)/. L'observation des pas a été
tres di cile a cause de I'élasticité du crochet. En e et, si le tenps entre chaque pas est
plus court que le temps de relaxation du crochet, le moteur ectuera un second pas et
le mouvement de rotation saccadé du lament sera atténu8&T].

Sowaet al. ont nalement réussi a observer des pas dans la rotation des mote en
réduisant le nombre d'UGCs, et ainsi le nombre de pas par révolati, et en diminuant
la vitesse de rotation des moteurs8B]. Pour ce faire, ils ont utilisé des bactéries ayant
des moteurs chimériques. Le nombre d'UGCs dans les moteurs & Emnité en réduisant
leur niveau d'expression dans les cellules et en diminuant larée sodium-motrice a un
niveau trés faible. Des pas de 13° ont été mesurés dans ces conditions, correspondant a
environ 26 pas par révolution. La gure2.10illustre leurs résultats. Les pas vers |'avant
et les pas vers l'arriere ne semblent pas avoir la méme amptigiangulaire, comme le
montre la gure 2.10(c).

2.1.5 Relation entre le couple et la vitesse de rotation

La relation entre le couple généré par le moteur et sa vitesse dmation est un
test important de tout modele qui tenterait d'expliquer le m&anisme de la rotation du
moteur [6, 87]. La gure 2.11donne cette relation chez. coli (pour une revue de la
littérature des di érentes mesures de cette relation, voird gure 4 de la référenceg7)).
Sur la gure 2.11, on remarque que le couple généré par le moteur est relativarne
constant de 0 Hz (lorsque la charge est susamment élevée pour areétla rotation
du moteur (stall)) jusqu'a 100 200 Hz. Cette région est appelée lglateau . Dans
cette situation, ou la charge est relativement élevée, la vise est limitée par la charge
déplacée plutbét que par les étapes liées au passage des ions teamoteur.

Lorsque la vitesse augmente (charge moins élevée), le coupleégé par le moteur
se met a descendre rapidement avec l'augmentation de la viteska.région ou cette
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Fig. 2.10 (a) Haut : Vitesse de rotation en fonction du tempsBas : Diminution
de la vitesse de rotation causée par des dommages optiques. (b) l&rdes microbilles
observées en fonction du temp€ncadrés : Position des microbilles en fonction du
temps, I'échelle est en nanometres. (c) Distribution de la tadl des pas vers l'avant
et vers l'arriere. (d) A gauche : Angle d'une microbille en fonction du temps pour
3 révolutions et histogramme du temps passé a chaque andledroite : Spectre de la
périodicité de I'hnistogramme montrant un pic a 26 pas par réwation. Figure 9 de la
référence 87).

transition se produit est appelée leeoude (kneg. Dans ce régime, les transitions io-
niques dans le moteur deviennent cinétiquement limitantest la vitesse de rotation du
moteur dépend alors de la température et de l'isotope d’hydgene présent dans le sol-
vant de son milieu. De plus, dans cette situation, comme nous\tans mentionné plus
haut, les deux composantes de la fpm n'ont plus le méme e &7. En n, notons que la
relation entre le couple et la vitesse de rotation n'est pas la mm& en fonction du sens
de rotation du moteur dans le régime des petites chargeislf. Plus de recherches sont
nécessaires dans ces conditions a n d'approfondir nos corssinces sur le mécanisme
de fonctionnement du moteur.
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Couple/couple d'arrét

Vitesse (Hz)

Fig. 2.11 Couple génére par le moteur en fonction de la vitesse de rotatia 22.7 °C.
Le couple a l'arrét est del260 190pN nm [73, 87]. Figure 5 a de la référence2])).

2.2 Modeles du mécanisme de la rotation du mo-
teur

Le but principal de la caractérisation de la rotation du moteu agellaire est le
développement d'un modeéle physique pour expliquer son formtnement. Evidemment,
un bon modele devrait étre en mesure d'expliquer les obsenais faites a ce jour et
de prédire des propriétés additionnelles qui doivent étreesurables dans le laboratoire.
Au | des ans, de nombreux modéles ont été développés B7].

Certains modeéles récents ont été développé pour expligueatmématiquement le
mécanisme de la génération du couple sans tenter d'expliquagisément comment
le moteur transforme I'énergie potentielle des ions en mouwent mécanique. Ces mo-
deles se concentrent plutét sur les interactions entre le statfles UGCs) et le rotor
(I'anneau MS-C) B4, 5, 61]. Ces modéles sont en mesure de faire des prédiction inté-
ressantes sur le comportement du moteur, particulierement aujetides pas dans la
rotation du moteur et de la di érence de comportement en fortion de la charge appli-
guée. L'observation des pas dans la rotation du moteur ageire d'E. coli combinée
a la connaissance du nombre d'UGCs présentes dans le moteur petraeent de faire
avancer ces modeles.

Quant au mécanisme exact de la génération du couple par le mateagellaire,
plusieurs questions demeurent sans réponse. La structure des UGIE&Sst toujours pas
connue au niveau atomique et les transitions d'ions au traveme celles-ci ne sont pas
encore entierement caractérisée87, 63.
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De plus, les facteurs qui in uencent la di usion des UGCs des metrs ne sont pas
tous identi és. Il est nécessaire de véri er si ce phénomeéne dépetie la concentration
des ions de chaque c6té de la membrane, de la charge et de latfonnalité des UGCs.
Des études sur les espéeces de bactéries qui possedent les dews JGCs dans leurs
moteurs pourraient permettre de répondre a ces questior@7]. Pareillement, le réle
de l'échange de certaines des protéines de l'anneau MS-Ccacelles du cytoplasme
demeure incompris 25).

En n, plusieurs autres caractéristiques du moteur agellairedemeurent inconnues.
Notamment, nous ne savons pas si les anneaux L et P sont en rotatjosr rapport au
moteur ou a la membrane cellulaire et le ux exact de protonsuatraver du moteur n'a
toujours pas été mesuré directemenBf]. Tous les facteurs qui in uencent la rotation
des moteurs agellaires, tel que la protéine YcgR qui semblerétcapable d'interagir
I'anneau MS-C B8], ne sont pas encore découverts. Le moteur agellaire demeutenc
un sujet de recherche trés riche.
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Systemes in vitro

Le moteur agellaire bactérien est étudié depuis prés de quaate ans a l'aide d'une
grande variété de techniques. La sectioB.1 quelques approches utilisées par le passé
contréler les conditions dans lesquelles le moteur fonctimen Comme la perméabilisa-
tion de la membrane bactérienne a été une étape nécessaire datees des expériences,
la section3.2 présente diverses techniques de perméabilisation. La permi@ahtion par
ablation laser, une technigque qui n'avait pas encore été usite pour ce genre d'appli-
cation, est mise en évidence dans la secti@B. En n, puisque nous souhaitons contro-
ler I'aspect électrique de la rotation des moteurs, la sectio®.4 présente brievement
quelques éléments de la théorie derriére la technique du gatclamp.

3.1 Contréle expérimental des conditions de rota-
tion

Tel que mentionné dans le chapitr@, de nombreux facteurs in uencent la rotation
des moteurs agellaires. Ces facteurs se divisent principalent en deux parties. Pre-
mierement, la rotation des moteurs dépend de la concentrati de certaines protéines
dans le cytoplasme, notamment CheY-P, la protéine qui est respgable du changement
de la direction de rotation du moteur. Deuxiemement, les metirs sont in uencés par
plusieurs facteurs physiques, tels que la température, le pH taucharge. Dans les sec-
tions suivantes, les techniques utilisées par le passé pour coter ces facteurs seront
présentées.
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3.1.1 Contréle de la concentration interne des protéines

Le contrble de la concentration interne des protéines du neirs se fait généralement
par des modi cations génétiques. Les protéines d'intérét sbd'abord identi ées avant
d'étre e acées du génome de la bactérie. Les e ets de cettel@én peuvent alors
étre observés sur le comportement ou la physiologie des baaériPar la suite, il est
possible de réintroduire le géne dans la cellule par whasmide , une molécule d'acide
désoxyribonucléique (ADN) distincte de 'ADN de la cellule hotel.e niveau d'expression
du gene sur le plasmide, c'est-a-dire le nombre de copies de lat@mne qui sera produite
par la cellule hote, peut alors étre contr6lé en variant la c@entration d'un promoteur.

En utilisant une telle approchee, il a été possible de contréleas concentration de
la protéine CheY chezE. coli. C'est ainsi que des chercheurs ont été en mesure de
calculer la dépendance du changement de la direction de rtitéd du moteur en fonction
de la concentration de cette protéine. Cette technique géige est tres puissante,
mais nécessite des mesures de calibration a n d'évaluer le raved'expression réel des
protéines dans les cellules. Cette calibration peut étre faisur une population entiére
(voir la référence 83] dans le cas de la protéine CheY) ou sur des cellules individesl
en utilisant une technique de microscopie en uorescence avaecR?|.

3.1.2 lons et ionophores

Certaines études sur le moteur agellaire ont utilisées dasnophores , des mo-
lecules capables de transporter des ions au travers d'une nieene biologique, pour
varier la concentration intracellulaire Cj,) et extracelluaire (Cex) de certains ions. Ce
genre de manipulations permet de contréler les deux partieeda fpm, c'est-a-dire la
di érence de potentiel électrique transmembranaire ( ) et la di érence de pH ( pH).
C'est l'utilisation de cette technique qui a permis, entre augs, de découvrir la source
d'énergie du moteur agellaire 52, 49]. La section suivante présente la théorie derriere
ces manipulations et donne quelques exemples de manipwat possibles.

Loi de Boltzmann et I'équation de Nernst

La loi de Boltzmann nous apprend que des particules chargéaacées de chaque
c6té d'une membrane auront un ratio de concentration a I'égibre qui sera donné par
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I'équation 3.1 [4§] :
Vi

Cin :Cex = exp kT

ou Cj, et Cgy sont, respectivement, la concentration intracellulaire etxracellulaire, g
est la charge totale de la molécule/,, est la tension appliquée (ou présente) au travers
de la membranek est la constante de Boltzmann ef est la température absolue.

(3.1)

Pour un cation monovalent, c'est-a-dire un atome ou une moldle qui posséde charge
positive de 1, I'équation3.1 peut étre reformulée pour donner I'équation de Nernsti§] :

Vi = 2:3k(;rlog —_— (3.2)

L'équation 3.2 suggére donc qu'il est possible de créer une di érence de potehti
entre l'intérieur et I'extérieur d'une membrane en imposante rapport de concentration
d'un ou de plusieurs types d'ions. L'équation de la fpm (équath 1.1) est donc un cas
particulier de I'équation 3.2 Elle est le résultat d'une somme de I'équatio.2 pour les
ions H" et de , qui représente la somme deg,, pour tous les autres ions présents
de chaque coté de la cellule.

L'article de Mansonet al. [49] fourni plusieurs exemples de ce qui peut étre accompli
avec cette technique. Le tablea®.1 résume les e ets des ionophores utilisés pour leur
recherché.

Avec ces informations en main, Mansort al. ont pu générer arti ciellement la
fpm qui fait tourner les moteurs agellaires #9]. Ceci a été accompli, par exemple, en
faisant grandir des cellules dans un milieu contenant du patsium. Ces cellules ont par
la suite été a amées an de les empécher de nager, c'est-a-dge'elles n'étaient plus
capables de synthétiser de I'ATP et de générer une fmp. Elles calbrs été transférées
dans un milieu contenant du sodium au lieu du potassium. Dans celiau, les cellules
a amées nageaient toujours trés peu. Cependant, l'addittode valinomycine a réduit
la concentration interne de potassium, sans faire entrer de sadi, et a ainsi augmenté
la fpm des bactéries. Celles-ci se sont alors mises a nager pendantertain temps. Le
déplacement des bactéries était plus vigoureux lorsqu'ungmiuit attractif était présent
dans le milieu pour limiter les culbutes.

L Abréviations : FCCP = Carbonyl cyanide-p-tri uoromethoxyphenylhydrazone, CCCP = Carbonyl
cyanide 3-chlorophenylhydrazone et EDTA = Acide éthylenediaminetétraacétique
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lonophores E ets

A23187 Echange les ions G4 ou Mg?* pour les ions H. Utilisé en
combinaison avec du EDTA, un agent de chélation, il peut
enlever les ions CH et Mg?* des cellules.

FCCP Permet le passage rapide des ions Héliminant la fpm.
Gramicidine-D | Permet le passage des ions*K Na* et H*. Elimine la fpm.
L'élimination est rapide si des ions K ou Na® sont présents
dans le milieu.

Monactine Permet le passage des ions*Ket Na*. Elimine les ions K
a l'intérieur des cellules en les échangeant avec des ions Na
présents a l'extérieur des cellules.

Nigéricine Echange les ions K pour des ions H. Elimine le gradient
transmembranaire de pH.

Valinomycine | Permet le passage des ions*K Génére un potentiel de dif-
fusion si la concentration d'ions K est di érente de chaque
c6té de la membrane.

Tab. 3.1 Liste de certains ionophores et leurs e ets. Ce tableau est uneduction
du tableau 1 de la référencedf).

Les ionophores qui agissent rapidement sur les ions Ftomme le FCCP, permettent
d'abolir complétement la fpm. Il est donc possible d'atteindréoute la plage physiolo-
gique de fpm en variant la concentration de ce type d'ionophe [34, 48]. Cependant, il
y a une forte variabilité de I'e et de I'ionophore d'une cellile a I'autre, comme le montre
I'ampleur des barres d'erreurs dans le bas de la partie B) d& Qure 3.1 Ceci limite les
mesures quantitatives qui peuvent étre extraites de ces exyghces sans avoir recours
a une méthode pour mesurer le rapport de concentration des ode chaque c6té de la
membrane fi8] ou a une méthode de calibration de la fpm appliquég4.

La génération d'une fpm arti cielle par des ionophores ou l&ariation directe du
PHexterne €St UNe technique puissante qui permet une multitude d'expériees. Cepen-
dant, la fpm générée est de courte durée. Par exemple, avec itetpcole expérimental
utilisant la valinomycine qui est décrit plus haut, Mansonet al. ont observé que la
motilité vigoureuse des cellules durait moins d'une minute49]. Méme avec un mon-
tage utilisant une cellule d'écoulement qui permet le rincagrapide du milieu externe
entre chaque expériencer], ce type de manipulations demande beaucoup de temps,
particulierement lorsqu'on souhaite étudier les moteurs un @an.
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Fig. 3.1 A) Intensité totale de la uorescence (FT) en fonction du temps. BEn haut ,
FT en fonction de la concentration de CCCPEnNn bas, V,, calculé en fonction de la
concentration de CCCP. On remarque au bas de la partie B) qu®pr une concentration
donnée de CCCP, la tensiory, résultante a une trés grande incertitude. Figure 2 de
la référence 48], voir l'article pour les détails expérimentaux.

Utilisation d'acides faibles

La manipulation du pHiweme des cellules est possible en utilisant des acides faibles
tels que le benzoate de potassium ou l'acétate de potassium. Cebssances sont
capables de pénétrer la membrane plasmique et de se dissocieiiréétieur des cel-
lules B9, 63. Il est alors possible de réduire le pkeme €n réduisant le pHyweme, Sans
modi er de maniére signi cative la fpm [B9, 63]. Le pHeyerne €t 1€ pHierme restent
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cependant liés, comme lillustre la gure2.6.

Les valeurs de et du pHineme doivent généralement étre mesurées sur une popu-
lation de cellules. Les mesures de sont généralement faites avec le ratio de concentra-
tion du [*H]TPMP [59] tandis que le pH interne est mesuré par la résonance magnétique
nucléaire du3'P [59 ou avec le pHluorin §3. Il n'est donc pas possible de suivre direc-
tement I'évolution des di érentes composantes de la fpm sur enseule cellule au cours
d'une expérience.

3.1.3 Moteurs chimérigues

Une autre approche innovatrice qui a été utilisée pour contoner certaines des dif-
cultés liées a I'étude du moteur agellaire bactérien est Uitilisation de moteurs chimé-
riques B8, 73, 48]. Cette approche consiste a remplacer une partie des proté&ndotA
et MotB, que l'on croit responsables de la génération du couptians le moteur (voir
la section1.3.2), par les protéines PomA et PomB. Ces protéines sont les hormgues
des protéines MotA et MotB dans les bactéries marine8g]. Les unités génératrices du
couple (UGCs) formées par ces protéines sont en mesure de géndénerouple grace au
gradient électrochimique d'ions Na au lieu de la fom B§|. Le gradient de concentra-
tion des ions Nd est beaucoup plus facile a contrbler que pH, permettant une aste
gamme d'expériences.

Le contrdle du niveau d'expression des protéines PomA et PomButs les chimeres
permet de contrdler grossierement le nombre de copies des UGQssg retrouve dans
la cellule Bg|. Cette technique a permis, entre autres, d'identi er la quatité d'UGCs
présentes dans chaque moteur et d'observer des pas dans latrotedu moteur [73, 88].

Cette approche a donné des résultats impressionnants mais posséesl principal
désavantage de ne pas étre en mesure d'étudier directemenblectionnement des UGCs
d'E. coli puisque les protéines MotA et MotB ont été remplacées par lesgpéines PomA
et PomB. Egalement, le contrdle sur la fom n'est pas complet puisg seul Na* est
contrdlé directement, laissant  sous le contrdle de la cellule s'il n'est pas modi € par
l'utilisation d'ionophores ou par la modi cation de la conceatration externe de certains
autres ions. De plus, puisque les cellules sont toujours vivastg@our obtenir des mesures
guantitatives ables, il est généralement nécessaire de mesurer directement durant
les expériences.
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3.1.4 Enveloppes bactériennes

La production d'enveloppes cellulaires a partir de bactés Gram-négatives néces-
site beaucoup de manipulations2P, 72]. Les cellules doivent d'abord étre incubées
normalement jusqu'au milieu de la phase de croissance exponel#. Ensuite, de la
pénicilline est ajoutée et l'incubation est continuée pour glques minutes. Lorsque
la couche de peptidoglycane de la paroi cellulaire est susammiecompromise, mais
pas encore totalement détruite, les cellules sont soumises aalc osmotique a n de
provoquer la lyse des bactéries. La membrane cellulaire detaeres des cellules ainsi
lysées se refermera spontanément. La solution de bactéries estsatincée et concentrée
an d'éliminer les bactéries qui n'ont pas été lysées et ceflalont la membrane a été
totalement détruite.

Tel que mentionné dans la sectio.2.2, certaines des enveloppes bactériennes ainsi
produites auront un moteur fonctionnel dans une des partiede la couche de peptido-
glycane qui est demeurée intacte. Ce moteur pourra étre mis estation en présence
d'une source d'énergieZ9]. Cette technique a permis beaucoup de progrés dans la com-
préhension de la chimiotaxie.

Cette approche possede cependant certains inconvénients. Pienement, il n'est
pas possible de changer le milieu a l'intérieur des enveloppet fois que celles-ci onts
été produites. Il faut donc une préparation di érente pour caque variation du milieu
interne et il est impossible d'observer I'e et de ces changemenen temps réel sur les
méme moteurs. Deuxiémement, les enveloppes bactériennes $@s fragiles puisque
leur couche de peptidoglycane n'est plus intacte. Elles nécésst donc beaucoup d'ef-
forts pour étre produites avec un bon rendement. En n, cette gthode en soi ne permet
pas de contrbler directement la fpm. Il faut combiner cettegchnique avec I'utilisation
d'ionophores et des manipulations de la concentration dert&ins ions de chaque coté
de la membrane cellulaire a n de contréler tous les aspects tierotation du moteur.

3.1.5 Application directe d'une di érence de tension

La premiére tentative de controle du moteur agellaire avecine source de tension
extérieure a éte faite par Kami-ikeet al. [39]. lls ont utilisés des micropipettes de verre
pour capturer des bactéries lamenteuses avec un montage darie a celui illustré a la
gure 3.2 Une tension importante allantde 5V a 5V était par la suite appliquée
pour moduler la fpm de la bactérie coincée dans la micropigiet La vitesse de rotation
des laments était mesurée en microscopie en champ sombre. Avee telle méthode,
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Kami-lke et al. étaient en mesure de moduler seulement. Ils n‘avaient donc pas un
controle complet sur la fpm.

Fung et Berg - premier systéme in vitro

En 1995, Fung et Berg 32 ont utilisés la technique dupatch-clampsur une cellule
entiere, une technique qui permet d'avoir un acces physique éectrique a l'intérieur
d'une cellule p4], pour étudier le moteur deE. coli. Comme Kami-lke et al., ils ont
utilisé des micropipettes de verre pour coincer des bact&jenais ils ont perméabilisé
la partie de la membrane bactérienne qui était située a l'intéeur de la micropipette.
La permabilisation était faite en utilisant I'antibiotique gramicidine S, un ionophore
qui est capable de perméabiliser la membrane externe et la memate plasmique dE.
coli [32). Leur technique est illustrée dans la gure3.2

Fig. 3.2 a) Une micropipette typique. b) Schéma de l'approche. La pd# interne

de la membrane d'une bactérie coincée dans I'étranglementide micropipette est per-
méabilisée par le gramicidine S. La rotation d'un moteur peuétre observée par un
marqueur. ¢) Photo du montage en action. d) Schéma du circuitektrique équivalent.

Echelle = 10 m. Figure 1 de la référence3p)].

Cette approche a produit des résultats trés intéressants, ma ¢li usion de I'an-
tibiotique dans la bactérie perméabilisait rapidement la mabrane a l'extérieur de la
micropipette, limitant a quelques minutes la durée des expgénces B2). De plus, l'ac-
cés a l'intérieur de la bactérie était incomplet; I'antibisique ne donnait qu'un contrdle
électrique sur la fpm et ne permettait pas un accés aux composas internes de la
cellule.
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3.2 Perméabilisation de membranes

Dans le contexte de mon projet de doctorat, ou le sujet a I'étedest un micro-
organisme de petite taille, il est primordial de travailler agc une technique de perméa-
bilisation qui permet de perforer la membrane sans endommades moteurs agellaires
présents dans la cellule.

Il existe plusieurs techniques qui permettent de perméabiliséta membrane d'une
cellule. Pour des cellules bactériennes individuelles, le®thodes mécaniques telle que
la micro-injection, sont trop di ciles a mettre en place. La petite taille des bactéries
a I'étude et la di culté a les manipuler physiquement sans briseleurs laments sont
les principaux obstacles a l'implémentation d'une telle mébde. Pareillement, la lyse
osmotique, c'est-a-dire la rupture de la membrane cellulaiausée par un choc osmo-
tique, n'a pas été utilisée puiqu'elle permet di cilement delocaliser la perméabilisation
de la membrane d'une seule cellule.

Les sections suivantes aborderont les autres techniques guntscouramment utili-
sées pour rendre une membrane cellulaire perméable. Les &ages et les inconvénients
d'une technique chimique et de plusieurs techniques physigug sont présentés et éva-
lués.

3.2.1 Antibiotiques

Tel que mentionné dans la sectior8.1.2 il est possible de perméabiliser de ma-
niere sélective la membrane cellulaire. En e et, il existe uneaste gamme d'ionophores
qui sont en mesure de transporter un ou plusieurs types d'ions ataters de la mem-
brane des bactériess[l]. La localisation de I'action des ionophores est cependantdaie
puisque ce sont de petites molécules qui di usent facilementdwv la section3.1.5. Des
protéines sont également capables de former des pores dassnembranes €.g. les
porines) [70, 16]. Celles-ci possédent cependant les mémes contraintes de llsadon
gue les ionophores, c'est-a-dire gqu'il est extrémement di ol de viser seulement une
partie de la membrane d'une seule cellule.
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3.2.2 Electroporation

L'augmentation de la tension transmembranaire d'une cellulau-dela d'une tension
critigue a des conséquences importantes sur la perméabilité s membrane cellulaire.
Cette technique, appelée électroporation , permet d'augmenter de maniere drama-
tique, et parfois transitoire, la perméabilité d'une membrae aux ions, aux molécules
et aux protéines.

Selon les modeles couramment acceptés pour expliquer lergréene de I'électropo-
ration [105 18, 93], I'application d'un champ électrique entraine d'abord hccumulation
de charges autour de la membrane, qui agit alors comme un cendateur. L'impulsion
électrique peut étre de l'ordre des microsecondes ou des isdéitondes et doit étre suf-
samment grosse pour produire environ 2 1 V de tension transmembranaire (de
l'ordre de 1¢ V/m pour une épaisseur de membrane typique)lp5 18§]. La structure
moléculaire de la membrane se réorganise alors pour entraitzeformation, par un phé-
nomene stochastique, de pores qui traversent la membrane. Lesgs, qui contiennent
de l'eau, ont un diamétre de 2 120 nm [L7, 109, peuvent étre formés en quelques
nanoseconde9f|.

Les pores formés durant le processus d'électroporation ne spais nécessairement
permanents. Malheureusement, le mécanisme exact de la fernmmetdes pores demeure
inconnu [94, 18. On sait que les facteurs principaux qui in uencent la ferntere des
pores sont la température et la composition de la membrang05 94]. Dans certaines
conditions, les plus gros pores formés lors de I'électroptioa se referment rapidement
(constante de temps secondes)§0, 79, 15 par un processus qui peut étre entiere-
ment physique [9, 15 ou actif chez les cellules vivanted03. Cependant, la fermeture
compléte de tous les pores peut prendre plusieurs dizainesmdmutes (e.g. constante
de temps de 20 30 minutes pour des globules rouge8().

L'électroporation est une technique qui a, entre autres, le pantiel d'étre appli-
guée dans le domaine médical pour le transfert de matériel géique a l'intérieur de
cellules b5, 10§ ou en tant que méthode d'ablation cellulaire non-invasive2§].

Une des principales limites de I'électroporation est, encome fois, la di culté
expérimentale de créer des pores sur une région plus petiteeda taille d'une bactérie
( 1 5 m).Laproduction et la manipulation de micro-électrodes sares principaux
obstacles a I'application de cette technique.
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3.2.3 Perforation acoustique

La perforation acoustique permet de créer des pores transigs dans la membrane
d'une cellule. Les pores sont produits lors de la cavitationedmicro-bulles par I'appli-
cation d'ultrasons qui sont dirigés vers la cellule. L'e cadié de la technique dépend,
entre autres, de la fréquence des ultrasons, de I'amplitude dasdes acoustiques, de la
durée de I'exposition et de la présence ou non d'agents de caste p5.

La perforation acoustique a des performances similaires dd@&roporation pour la
transfection et la di usion d'ions et de petites molécules daune cellule $5]. Cepen-
dant, comme pour I'électroporation, il est trés di cile de localiser précisément les trous
formés puisque l'augmentation de la perméabilité de la men@re des cellules visées se
fait de maniere imprévisible dans la zone touchée par les @gons.

3.3 Ablation laser

L'utilisation de la lumiere pour a ecter des organismes vivais remonte a pres d'un
siecle. Le développement du laser au vingtieme siecle a pernmiamtliorer et de multi-
plier les applications de l'optique & la biologie. Plus récement, c'est la libéralisation
de l'utilisation d'impulsions lasers ultra-bréves qui est en @nde partie responsable
de I'évolution des techniques optiques en biologie.. I'imagerie par processus multi-
photoniques, l'ablation laser, etc.). Les applications desders pour la recherche en
biologie et pour la médecine vont maintenant de la microchirgie (pour la dissection
de certains constituants des cellules) jusqu'a l'opération $ar pour corriger la myo-
pie [101 103 65]. L'utilisation d'impulsion laser pour la perméabilisation transitoire de
la membrane cellulaire dans le but d'e ectuer la transfectio de génes dans une cellule
suscite également un grand intérét dans certains milieux decteerche 101].

On distingue principalement deux types d'ablation laser; le remier utilise un la-
ser continu ou a impulsions breves tandis que le second utilisesdenpulsions ultra-
breves (femtosecondes). Les sections suivantes expliquer@st principaux mécanismes
qui causent des dommages aux tissus biologiques dans ces dewasdns.
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3.3.1 Théorie

Avec un laser de faible puissance, il est possible d'endommager disu biologique
grace a l'accumulation d'e ets thermiques a long terme (sendes). Ici, nous nous inté-
ressons plutdt aux phénomeénes d'ablation laser plus rapides(s).

La plupart des études sur les mécanismes de dommages causésiasmd biologiques
par I'ablation laser utilisent 'eau comme modéle. Ceci simpé a la fois le traitement
théorique et le traitement expérimental 101, 103. Cette approximation se justi e par
les expériences qui ont montré que le seuil d'éclairement éyétique (SEE) a atteindre
pour obtenir un claquage optique dans des tissus biologiquest &es similaire a celui
de l'eau [LOL, 67]. Les sections suivantes reprennent cette approximation gest utilisée
dans la littérature.

Création d'un plasma

L'ablation laser débute par un processus d'ionisation multi-pdtonique. Ce proces-
sus, illustré a la gauche de la gure3.3, produit des électrons quasi-libres (appelés
électrons libres par la suite, par souci de simpliciteé)11].

A
E Absorption Bremsstrahlung inversée
_—>
_____ S - T
—_—
—~— Cascade
_—>
—_—>
—_—
—_—
BC ¢
—
—
—
—
—
BV g >

Photo-ionisation
lonisation par choc

~

Fig. 3.3 Processus d'ionisation multi-photonique suivi d'une cascade tBétrons.BV
est la bande de valence é8C est la bande de conduction. La ligne pointillée représente
environ le seuil d'énergie nécessaire pour qu'un électron Eopuisse en promouvoir un
second par le phénomene de cascade. Figure inspirée de la gude la référencel01]].

Le nombre de photons nécessaires pour ioniser un électron dépanla fois de la
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longueur d'onde du laser utilisé et du milieu dans lequel I'ahfion est e ectuée. Selon le
modele de Vogeet al, la photo-ionisation est proportionnelle 4 %, ot | est I'éclairement
énergétique (irradiance) [Wem?] et k le nombre de photons nécessaire pour franchir
la bande interdite du matériau dans lequel se fait I'ablatior{65, 101]. Dans l'eau, la
largeur de la bande interdite est de :6 eV, ce qui correspond, par exemple, a 5 fois
I'énergie d'un photon de 800 nm de longueur d'onde; vaut donc 5 [LO9.

Suite a leur ionisation multi-photonique, les électrons les, tel qu'illustré ala gure
3.3 sont capables d'absorber I'énergie des photons par un procesde bremsstrahlung
inversé [L0J]. Lorsqu'ils ont absorbé su samment d'énergie, les électronsbres sont
alors en mesure de libérer d'autres électrons. Ce processus semerascade (ou ava-
lanche) d'électrons. Les processus d'ionisation multi-phota@ue et de cascade d'élec-
trons se poursuivent durant toute la durée de l'impulsion laser.

Le haut de la gure 3.4 illustre I'évolution de la densité d'électrons libres pour ue
impulsion laser nanoseconde (gauche) et femtoseconde (droi@) fonction du temps.
Le bas de la gure3.4illustre la densité maximale d'électrons libres qui est prodig
en fonction de I'éclairement énergétique incident dans leileu. On note que dans le
cas des impulsions lasers femtosecondes, la cascade électrerjmpue un role plus faible
gue dans le cas d'impulsions nanosecondes puisqu'elle nécesgaibsorption successive
de plusieurs photons par les électrons libres, et joue donc uroims grand rble que
I'absorption. La densité d'électrons libres créée avec deséas est trés reproductible et
ne dépend pas du coe cient d'absorption linéaire du matériaji67].

Claguage optique

A partir d'une certaine densité d'électrons libres, le plasmaréé par le laser devient
trés ré échissant et absorbant 101. Ce phénomeéne est appelé aquage optique .
Di érents chercheurs utilisent di érents critéres pour dé nir le seuil d'éclairement éner-
gétique (SEE) qui méne au claquage optique. Les criteres dégdent de la technique
utilisée et/ou de I'e et désiré. Nous dé nirons ici le SEE menantau claguage optique
comme le font Vogekt al [10]], c'est-a-dire la valeur d'exposition énergétique qui mene
a la création d'une densité d'électrons librescigue = 10%* cm 3.

La gure 3.5donne la valeur du SEE et d'exposition énergétiquaadiant exposure
[W=cm?]), calculées en fonction de la durée des impulsions pour pkisis longueurs
d'ondes. On remarque que plus les impulsions laser sont courtesjms le SEE dépend de
la longueur d'onde du laser utilisé ; pour des impulsions femtazmdes, cette dépendance
est trés faible L02. Egalement, méme si le SEE augmente pour des impulsions plus
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Fig. 3.4 Rangée du haut : Evolution de la densité d'électrons libres durant une
impulsion laser ultrabréve. Le temps t est normalisé en fonctiate la durée d'impulsion
L. En pointillé : les électrons provenant de l'ionisation multi-photoniqueRangée
du bas : La densité d'électrons libres atteinte durant une impulsiomaser en fonction
de I'éclairement énergétique. L'éclairement énergétiquest normalisée en fonction du

SEE Ir. Figure 3 de la référencell]].

courtes, I'exposition énergétique déposée dans le milieu dmné [L01. Enn, le SEE
pour le claguage optique a une faible dépendance au coe ctatlabsorption linéaire du
matériau dans lequel s'e ectue l'ablation §7].

Laser continu et impulsions bréves

Les dommages causeés a des tissus biologiques par I'exposition Eser a impulsions
breves (durée d'impulsions supérieure a 10 ps) sont causés paolaifation d'un plasma.
La formation du plasma dépend du coe cient d'absorption linéae du matériau. L'onde
de choc et la bulle de cavitation associees a la formation du phaa peuvent créer
des dommages bien au-dela de la région ciblée par le ladd)(] Certains des pores
ainsi formés dans les membranes cellulaires peuvent se refarran une fraction de
seconde43.
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Fig. 3.5 SEE et exposition énergétique correspondante pour atteindre tlaguage
optique. Figure 4 de la référencelD1]).

Pour des impulsions ayant une durée dans les nanosecondeg5G 250 J par
impulsion sont nécessaires pour produire le phénomeéne d'aldatiiL01]. Pour des lasers
picosecondes, I'énergie pour l'ablation descend vers 7@40 nJ.

Laser femtoseconde

En général, le laser choisi pour e ectuer I'ablation a une longurr d'onde qui se situe
dans le proche infra-rouge ( 700 1100 nm). La transparence de l'eau et de la plupart
des milieux biologiques a ces longueurs d'ondes justi e cettiécision (voir la gure 4 de
la référence 103). Le faible taux d'absorption linéaire limite 'augmentaion de la tem-
pérature de I'échantillon et évite d'endommager les tissusitodu plan focal [LO]]. Il est
nécessaire d'utiliser un objectif de microscope a haute ouvernumeérique a n d'éviter
le phénomene d'autofocalisation101. Pour des impulsions femtosecondes, I'ouverture
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numeérique doit étre  0:9 [81].

L'ablation laser a l'aide d'impulsions ayant une durée de l'aire de 100 fs crée
des dommages principalement par la formation d'un plasma etaple phénomene de
cavitation qui suit I'impulsion [67, 100 90]. Les dommages liés aux e ets thermiques
sont négligeables puisque le temps de di usion de la chaleur estadncoup plus court
qgue le temps entre deux impulsionsgf, 103 101 (a un taux de répétition typique de
80 MH2z).

L'utilisation d'impulsion laser ultra-bréeves permet d'e ectuer 'ablation de tissus
vivant avec une précision de deux a trois fois meilleure qualilation avec des impul-
sions bréeves ¥ 10 ps) [01. En e et, pour les impulsions ultra-breves, l'ionisation
des molécules est principalement causée par l'ionisation mgghotonique puisque les
impulsions laser sont trop courtes pour permettre au processusaiscade de contribuer
signi cativement au phénomeéne de claquage optique. L'énéggpar impulsion requise
pour l'ablation avec impulsion laser ultra-breves se situe auto de 0.4 a quelques na-
nojoules [L0], 110.

On remarque, au bas de la gure3.4, que la densité d'électrons libres produites
varie signi cativement en fonction de la puissance utilisée. Ligrocessus d'ablation sera
donc di érent en fonction de la durée des impulsions utilisée€n note également que
les densités d'électrons qu'on peut d'atteindre a l'aide dtpulsions femtosecondes sont
di érentes des densités d'électrons accessibles avec des ilsipns nanosecondes. Cette
caractéristique permet d'utiliser deux approches di érentede I'ablation par I'utilisation
d'impulsions laser ultra-bréeves101]. Ces deux approches se distinguent par la fréquence,
I'énergie et la quantité d'impulsions utilisée. La nature dedommages causés aux tissus
est modi ée par ces parametres.

Taux de répétition kHz Une premiére approche pour endommager des tissus bio-
logiques avec des impulsions laser femtosecondes utilise desrkaayant un taux de
répétition de I'ordre de 1 kHz, c'est-a-dire un intervalle de Ins entre chaque impul-
sion, et un éclairement énergétique qui dépasse légerementlESle claquage optique.
Seules quelques centaines d'impulsions possédant une énedgiguelques nanojoules
sont alors utilisées pour I'ablation. En e et, pour cette apprehe, I'énergie par impulsion
nécessaire se situe généralement a environ 5 nJ. Les impulsions sont focalisées avec
un objectif possédant une grande ouverture numerique (NA 1; 3) [37]. Le mécanisme
de création de dommages aux tissus est le méme que celui décrit paut, c'est-a-dire

la formation d'un plasma dans la région focale et le phénomede cavitation [101].
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Taux de répétition MHz Une deuxiéme approche pour endommager des tissus
biologiques avec des impulsions laser femtosecondes est daail une grande quantité
d'impulsions ayant une énergie relativement faible par rapgpt au SEE. Pour cette ap-
proche, 16 1P impulsions d'un laser ayant un taux de répétition de I'ordre dguelques
dizaines de MHz et un éclairement énergétique de l'ordre de%2%lu seuil de claquage
sont utilisées. Dans une telle situation, c'est I'accumulation &l dommages chimiques
causés par un plasma possédant une faible densité d'électrons egti responsable des
dégats causés au milieu biologique étudié. En e et, la présentélectrons libres facilite
des transformations chimiques dans le milieu (e.g. dénatti@n de protéines, création
de radicaux libres, etc.). Il est possible, par cette techniquele causer des dommages
permanents ou simplement transitoires a des structures biolgges [L01].

3.4 La technique du patch-clamp

Dans notre systemen vitro, nous voulons controler le potentiel électrique trans-
membranaire (la source d'énergie du moteur) et mesurer les priétés électriques du
moteur agellaire sur une seule cellule a la fois. Cette approels'apparente beaucoup
a ce qui se fait depuis longtemps en électrophysiologie.

La technique du patch-clamp permet de mesurer le courant électrique qui passe
au travers de la membrane d'une cellule ou d'un seul canal igoie. Pour ce faire,
une micropipette de verre est approchée prés de la membranard cellule et celle-ci
est aspirée légérement a l'intérieur de la micropipette. Celaermet de bien coller la
membrane de la cellule sur la paroi de verre au bout de la micipptte. L'interaction
(électrostatique, van der Waals, etc.) entre la membrane celbire et le verre de la
micropipette assure que la résistance électrique entre l'intéur de la pipette et le milieu
externe devienne trés grande (quelques G ). Il est alors pos$#bde perforer la partie de
la membrane qui est prise dans I'ouverture de la micropipettéa micropipette devient,
a toute n pratique, une extension de la membrane bactériennet il est possible de
mesurer le courant circulant au travers de la membrane de lalicée en placant une
premiére électrode dans la micropipette et une autre a I'extieur de celle-ciT7, 85, 1].
Cette con guration, appelée lepatch-clampsur une cellule entiére Whole-cell voltage-
clamp), est illustré a la gure 3.6.

Le circuit électrique simpli é de la con guration illustrée ala gure 3.6 est illustré
ala gure 3.7 a). La résistance électrique entre I'électrode et le trou date cellule (R,)
et la résistance de la membrane percéR;) sont tres faibles par rapport a la résistance
du reste de la membrane qui est intacteR, + R; << R ,). Il n'y a pas non plus de fuite
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elle

Fig. 3.6 A gauche : une micropipette est approchée d'une celluledu milieu
une partie de la membrane est aspirée dans la micropipett&. droite : la partie de
la membrane située dans la micropipette est rupturée par sucgjodonnant un acces
électrique a l'intérieur de la cellule.

de courant entre la micropipette et la membrane ; tout le coant circule au travers de
la cellule. Toute di érence de potentiel entre l'intérieurde la micropipette et I'extérieur
de la cellule sera donc localisée a la membrane cellulaire.

Fig. 3.7 a) Schéma du circuit électrique simpli € d'une con gurationde patch-clamp
sur une cellule entiére. Toute chute de potentiel entre l'idgrieur et I'extérieur de la
micropipette est localisée a la membrane cellulair¥, est la tension appliquéeR, est
la résistance électrique entre I'électrode et le trou dans lelule, R; est la résistance de
la membrane percée eR, est la résistance du reste de la membrane qui est intacte. La
capacité des di érences composantes a été négligée par sodeisimplicité. b) Schéma
du circuit électrique simpli é d'une con guration de patch-clampsur une cellule entiére
faiblement attachée. L'intérieur de la micropipette est en &t et I'extérieur en bas.
Vi, est la tension a une certaine distanckde la pointe de la micropipette,R, est la
résistance entre le point le bain et R, est la résistance du milieu entre la micropipette
et la membrane cellulaire. En n,Rt est la résistance totale du circuit équivalent.

Cependant, si la somme dR, et R; est prés de la valeur d&,, et que le courant qui
passe entre la micropipette et la membrane de la bactériR,) ne peut pas étre néglige,
on se retrouve dans la con guration illustré a la gure3.7 b). Ce type de con guration
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s'appelle lepatch-clampsur une cellule entiere faiblement attachéewhole-cell/loose-
patch voltage-clamp Dans une telle con guration, il est possible qu'une portion gni-
cative de la di érence de tensionV, ne soit pas localisée au niveau de la membrane
intacte (R,). De plus, dans cette situation, une partie importante du cowant qui circule
d'une électrode a l'autre passera entre la membrane et la mipipette (R;). Notons que
pour cette con guration, qui est celle qui a été utilisée par Fug et Berg (voir la sec-
tion 3.1.9, le lien plus faible entre la micropipette et la membrane dia cellule permet
la réutilisation des micropipettes pour plusieurs cellules.

3.4.1 Patch-clamp de la membrane d' E. coli

Le dé pour appliquer la technique dupatch-clampa des bactéries est la trés petite
taille de celles-ci ( 1 m) [62. De plus, cette technique demande l'utilisation de
micropipettes trés propres a n d'assurer la bonne interactio avec la membrane pour
atteindre une résistance de fuite R,) trés faible [77]. En pratique, la présence de la
paroi cellulaire empéche l'interaction entre la membranelgsmique et la paroi de la
micropipette [87].

Quelques chercheurs ont réussi a utiliser la technique ghatch-clampsur des bac-
téries en les traitant an de ne conserver que leur membranegdmique ou des pro-
vacuoles §1, 26, 23 44, 62, tel qu'illustré a la gure 3.8 Cependant, avec de telles
manipulations, la rotation des moteurs agellaires n'est pla possible puisqu'elle re-
quiert la présence de la paroi cellulaire.

Fig. 3.8 Préparation des bactéries pour lpatch-clamp La paroi cellulaire est enlevée
a n d'avoir acces a la membrane plasmique. Figure 1 de la rééérce 3.



Chapitre 4

Méthodes et résultats

Ce chapitre présente les méthodes qui ont été utilisées pourclgation d'un systeme
in vitro pour I'étude du moteur agellaire d'E. coli et les résultats qui ont été obtenus.
On retrouve d'abord la justi cation de I'approche expérimetale pour la création du
systémein vitro . Ensuite, les montages qui ont été utilisés sont décrits et lesstdtats
des expériences d'ablation laser sont présentés. En n, les prensi résultats du systéme
in vitro qui démontrent la faisabilité du projet sont discutés.

4.1 Justi cation de l'approche choisie

A n de développer une technique expérimentale qui permettra'approfondir les
connaissances sur le moteur agellaire bactérien, il est essehtie bien choisir notre
approche. Cette section exposera les principales considérat qui ont mené aux choix
des souches de bactéries, de I'utilisation de la technique patch-clampsur des cellules
entieres et de l'ablation laser femtoseconde pour la permélgation de la membrane
cellulaire.

4.1.1 Choix des souches de bactéries

Le bactérie Escherichia coli est utilisée comme organisme modeéle dans des labora-
toires partout dans le monde. Parmi ses avantages, notons soibfa pouvoir pathogene
et la facilité avec laquelle elle peut étre cultivée et manipée en laboratoire 107.



Chapitre 4. Méthodes et résultats a7

A ce jour, la majorité de la recherche sur le moteur du agelle actérien a été
e ectuée sur les bactéries Gram-négatives. coli et Salmonella entericaserovar Thy-
phimurium [6], bien que certaines souches des bactéries Gram-positi8éeptococcuset
Bacillus subtilis aient parfois été utilisées§, 87]. Par conséquent, il existe une grande
guantité de souches d. coli et de salmonelle qui sont disponibles et adaptées aux di-
verses facettes de I'étude de leur moteur agellaire. C'est pocette raison que nous
avons choisi d'utiliser nous aussi des souches de la bactéfiecoli. Le tableau4.1 preé-
sente le nom, la source et les principales caractéristiques deaches qui ont été utilisées
pour mon projet de doctorat.

Nom Source Caractéristiques
E. coli HCB33 Howard C. Berg Type sauvage
E. coli KAF95 Howard C. Berg Filament collant

E. coli HCB1661  Howard C. Berg HCB33 avec FIiE*¢
Salmonelle QW682 Rasika Harshey Type sauvage

Tab. 4.1 Nom, provenance et principales caractéristiques des souchéfisgées.

La souche HCB33 est une souche de type sauvage pour la motilité etlhémiotaxie
qui ne posséde pas de pili (équivalente a la souche RP437). Elle smivent la souche
de départ utilisée pour la construction de souches pour I'étudkl moteur agellaire.

La souche KAF95 possede une protéine FliC mutante qui rend les rfeents des
bactéries de cette souche trés collant83. Il est donc relativement facile de coller
des billes de polystyréne sur ses laments ou de coller un lamedes bactéries sur
une lamelle pour que celles-ci tournent sur elles-mémes. Les ewrs de cette souche
tournent dans le sens anti-horaire seulemer8J|.

La souche que nous avons utilisée le plus souvent est la souche HER1Elle a été
construite a partir de la souche HCB33 et ne posséde donc pas de. ftlie contient
un plasmide pBAD33 qui produit une protéine mutante de Fli¢?**¢ sous le controle
du promoteur arabinose (001 %, g/mL). Cette mutation a la protéine du lament fut
introduite par mutagénese dirigée. L'introduction d'une cgtéine dans la protéine du
lament nous permet de faire un marquage par uorescence céblavec un uorophore
qui possede un groupe maléimide, lequel réagit avec le groupmkde la cystéine. C'est
en enregistrant des vidéos des laments a tres haute vitesse 00 images/seconde) en
microscopie par uorescence que leur vitesse de rotation a étésuge.
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4.1.2 Choix de la technique in vitro

Les techniques utilisées dans le passé pour I'étude du moteugedlaire ont permis de
développer un impressionnante compréhension du fonctionnarhdu moteur agellaire,
comme l'illustre le chapitre2 et la section3.1 Cependant, elles ont été développées en
ciblant des aspects particuliers de la motilité bactérienndl est donc normal que ces
approches possedent des inconvénients lorsque vient le temgsles utiliser an de
développer une méthode qui permet un contrdle total des catidns de rotation du
moteur agellaire.

L'utilisation d' ionophores et la variation de la concentration d'ions pour
contrdler la fpm possedent certaines limitations. La princiga faiblesse de cette ap-
proche est que le contrdle sur la rotation des moteurs n'est pastdl puisque les bac-
téries sont toujours vivantes. De plus, il est dicile de quanti er les modi cations
faites a la concentration des ions a l'intérieur des bact@&s au cours d'une expérience.
Cette technigue nécessite également beaucoup de manipulatide.g.rincages multiples,
changements constants de milieu ambiant, etc.) Pour ces ramp nous avons jugé que
l'utilisation de canaux ioniques et la modi cation de la conentration intracellulaire
et extracellulaire d'ions pourraient étre utilisées commerucomplément a notre futur
technique plutét que comme base.

L'utilisation de moteurs chimériques pour I'étude du moteur dE. coli est un
complément a l'utilisation d'ionophores et a la variation déa concentration d'ions. Cette
technigue évite les di cultés rencontrées avec le controldu pH interne des cellules en
remplacant pH par Na * dans I'équation de la fom (équatiori.1). Cette méthode a
le principal désavantage de ne plus étudier entierement le tear d'E. coli puisqu'une
partie de ses unités génératrices du couple a été remplacée pae partie des UGCs
de bactéries marines3, 88]. De plus, cette technique ne permet pas de modier la
concentration interne des protéines qui a ectent le moteuen cours d'expérience. Cette
approche, bien que tres innovatrice et prometteuse, a doncéémnise de coté.

Le contréle du pH a lintérieur d'une cellule par Il'utilisation d'acides faides est
également similaire a l'utilisation d'ionophores et a la vaation de la concentration
d'ions. Encore une fois, I'acces a l'intérieur de la cellule esagiel puisqu'il ne concerne
gue la composante pH de la fpm. Les protéines internes sont daontoujours libres
d'a ecter la rotation du moteur et sont hors de notre contrdle Idéalement, nous sou-
haiterions que notre technique permette un contréle direadu pH interne des cellules
et ne nécessite pas de calibration additionnelle comme c'estcigs lors de ['utilisation
d'acides faibles (voir la sectior8.1.2).
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L'utilisation de la protéorhodopsin permet également de contréler la fpm. La
protéorhodopsin est une protéine qui agit comme une pompe a foos en réponse a
une stimulation lumineuse. Le pompage des protons, de l'intérr vers I'extérieur des
bactéries, augmente leur pH interne et permet de créer une fpohe maniére arti cielle
dans des bactéries a améed 4. L'application de cette technique a I'étude du moteur
agellaire est relativement nouvelle et améne certains dé €£n particulier, l'utilisation
de la protéorhodopsin pour la création d'un systémia vitro ne permet pas de controler
la concentration des protéines dans le cytoplasme et nécessitemme la modi cation
du pH interne avec des acides faibles, une calibration additinelle pour mesurer la fpm
Créée par ces pompes a protons.

L'utilisation d' enveloppes bactériennes possede également ses limitations. Pre-
miérement, une telle technique ne donne pas un acces élepta a l'intérieur des cel-
lules, ce qui nécessite I'ajout d'une méthode additionnelle pocontrbler cette partie
du moteur. De plus, comme pour l'utilisation d'ionophores, unéis que les enveloppes
bactériennes ont été produites, il n'est pas possible de chand¢eemilieu a l'intérieur de
I'enveloppe au cours d'une expérience. Il n'est donc pas possible voir I'e et direct
d'une variation de la concentration des protéines sur un seulateur, ce qui implique
des études sur une population. Notons, en n, que la productiort &2 manipulation des
enveloppes bactériennes est tres di cile. Par conséquent, n® avons jugé que la com-
binaison de cette méthode a une méthode de contrdle continu ldefpm ne produirait
pas un rendement acceptable.

L'approche deFung et Berg nous semblait étre celle qui s'approchait le plus de ce
gue nous cherchions a accomplir. L'utilisation d'une micrapette de verre pour coincer
des bactéries lamenteuses et la perméabilisation partiell@vec un antibiotique leur
a donné un acces électrigue complet, mais un accés physiqudiglseulement. Nous
avons donc choisi une approche similaire en émettant I'nypatke que I'utilisation de
micropipettes de verre combinée a une permeéabilisation plusmpléte de la membrane
bactérienne nous donnerait un acces électrique et physiguaemplet a l'intérieur d'une
cellule. Pour permabiliser la membrane cellulaire des badgs, nous avons choisi d'uti-
liser I'ablation laser femtoseconde. Cette méthode nous pertke nous assurer que la
perméabilisation est compléte et localisée. La prochaine sectiexamine en détail cet
aspect de notre méthodologie.

4.1.3 Choix de la technique de perméabilisation

Une fois la bactérie coincée dans une micropipette, une vaéiéle méthodes s'o rent
a nous pour permeéabiliser la portion de la membrane située atérieur.
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L'utilisation d'une méthode mécanique pour perméabiliser une membrane de
cellule eucaryote est trés di cile en pratique §5). Dans le cas des cellules bactériennes, la
di culté est encore plus grande puisque les cellules procartgs sont plus petites et plus
résistantes aux manipulations physiques. La paroi cellulaireabtérienne augmenterait,
par rapport a une cellule eucaryote, la force nécessaire powrger la membrane. |l
nous faudrait alors une méthode pour maintenir la bactérie Bdement en place durant
la perméabilisation. De plus, la sonde, de verre ou de métal, ligée pour percer la
membrane des bactéries devrait avoir un diamétre de 1 m et serait, par conséquent,
tres fragile.

L'utilisation d' antibiotiques pour perméabiliser la membrane a trois inconvénients
principaux. Premierement, comme c'était le cas pour Fung etd8g [32], il n'est pas
possible de localiser parfaitement I'endroit ou les antibiajues feront e et. Les anti-
biotiques sont en mesure de di user dans le cytoplasme et autoue da bactérie pour
perméabiliser la membrane a I'extérieur de la micropipett€eci méne a une perméabili-
sation rapide de I'ensemble de la membrane bactérienne et akantissement de la fpm.
Deuxiemement, I'accés physique a l'intérieur de la bactérast limité a des molécules qui
sont assez petites pour passer au travers des pores formeés pasitiemique. Ceci limite
les expériences qui peuvent étre faites avec cette méthoHe.n, bien que la membrane
de la bactérie soit perméabilisée, la bactérie conserve toutes protéines présentes dans
son cytoplasme. Par conséquent, cette approche ne permet pasdetréler entierement
tous les parameétres qui a ectent la rotation du moteur.

Les méthodes de électroporation et de la perforation acoustigue comportent
€également certaines contraintes importantes pour notre pfication. Ces deux tech-
nigues possedent une faible localisation des dommages et cortgn beaucoup de ma-
nipulations additionnelles. En e et, il serait nécessaire de déxer et de stériliser les
electrodes de I'électroporation (ou le systéme de producti@ de focalisation d'ondes
acoustiques) entre chaque manipulation, ce qui rend ces tedues moins attrayantes.
En n, I'application de ces méthodes pour I'ablation localisé & l'intérieur d'une micro-
pipette nous semblait également di cile.

Nous avons donc choisidblation par impulsions laser ultra-bréves (femtose-
condes) comme méthode de perméabilisation de la membraneudalie. Cette méthode
nous permet d'ajuster facilement la puissance de I'ablation po obtenir I'e et désiré,
tout en ayant une précision spatiale qui se situe bien au-dela de dont nous avons
besoin (voir la section3.3). Nous évitons aussi les dommages collatéraux thermiques et
physiques engendrés par |'ablation laser avec des impulsioméves ou I'électroporation.
Cette méthode s'imposait également puisque nous nous devioravdir un microscope
pour I'observation des bactéries et que I'ajout d'une entrdaser au montage était simple.
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En n, mentionnons que la grande disponibilité de lasers a impsibns ultra-bréves au
Centre d'optique, photonique et lasede I'Université Laval a également été un facteur
facilitant cette approche.

4.1.4 Choix de la méthode de visualisation de la rotation

Pour leurs travaux de recherche, Fung et Berg ont visualisé latation des moteurs
en attachant un marqueur sur le crochet des moteurs a l'aideatiticorps . Puisque la
production d'anticorps est longue et dispendieuse, cette méttie a été généralement
abandonnée depuis le développement de la souche KAF95, quirper d'attacher des
billes en polystyréne de taille micrométrique directement sue lament des bactéries.

L'utilisation de microbilles permet un calcul facile du couple appliqué par le moteur
et la variation de leur taille permet de varier la charge appjuée sur le moteur. La
visualisation de la rotation des billes est tres facile puisqu'n'y a généralement pas
plus d'une seule bille par bactérie. En n, la rotation des bi#s se fait dans un plan
seulement avec peu de déviations latérales ou verticales gapie le rayon de rotation
des microbilles est plus petit ( 1 m).

Par contre, méme si le rendement de I'attachement de microleis sur les laments
de la souche KAF95 est plus élevé qu'avec I'utilisation d'anticps comme intermeé-
diaires, celui-ci demeure trés faible. En e et, nos communians avec d'autres groupes
de recherche et nos expériences personnelles nous ont moqtré l'utilisation de mi-
crobilles pour visualiser la rotation des moteurs est mieux apgte aux etudes sur des
populations qu'aux manipulations sur des cellules indivicelles. En e et, comme nous
travaillons avec des solutions diluées, avec quelques baiggrpar champ plutét que
guelques centaines, il est di cile de trouver une bactérie posdant une bille attachée.
De plus, puisque nous utilisons des cellules bactériennes laneuses, les manipula-
tions nécessaires a I'attachement des microbilles tuent uneagde portion des bactéries,
réduisant davantage le rendement de cette méthode. Bref, ggue notre techniquan
vitro requiert plusieurs étapes, un rendement trop bas a cette pregngé étape {.e. trou-
ver une bactérie avec un lament marqué) rendrait la technige presque impossible a
utiliser. Malgré de nombreux e orts par notre groupe de recliehe pour améliorer le
rendement de I'attachement des microbilles, il est demeuréo bas pour étre utilisable
en pratique. Nous continuons cependant encore a travaillerrscet aspect.

De son c6té, lemarquage des laments a l'aide de uorophores commerciaux
fonctionnalisés permet de marquer simultanément tous les fiaents de I'ensemble d'une
culture de bactéries. Il est donc possible, théoriquement, desualiser la rotation de
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tous les laments d'une bactérie. Notons cependant que méme tsius les laments
sont uorescents suite au marquage, en pratique, il n‘est généement pas possible
de tous les imager en méme temps a cause de la profondeur de ghdimitée des
objectifs que nous utilisons. Les laments ont également beaoup plus tendance a se
déplacer latéralement et verticalement que les microbiie les laments se superposent
ou sortent du champ de vision de la caméra, limitant davantage lhombre de laments
gu'il est réellement possible d'imager sur une bactérie. Le marage des laments est
aussi relativement long, demandant environ 3 4 heures de préparation. Enn, les
uorophores commerciaux sont également sujets au photobldriment, ce qui limite la
durée d'observation des laments ainsi marqués.

Malgré ses quelques désavantages, nous avons choisi de marsggeddments avec
des uorophores. Nous avons jugé qu'il était préférable de vialiser tous les laments
simultanément et moins longtemps, en changeant régulierentda bactérie a I'étude,
plutét que de chercher pendant plusieurs minutes la bactériml une microbille s'était
attachée.

4.2 Solutions et cultures bactériennes

4.2.1 Solutions

Les souches de bactéries que nous utilisions régulieremerient piquées a chaque
mois sur des boites de Petri faites a partir d'un bouillon de Llia (LB, Luria Broth)
contenant de l'agar et les antibiotiques appropriés (voitel tableau4.4). A partir de ces
boites de Petri, des cultures saturées étaient préparées aghe semaine en incubant
des bactéries dans du bouillon de peptone trypsique (TBryptone Broth). Les cultures
exponentielles étaient préparées a chaque jour a partir aia petite quantité de bactéries
provenant de la culture saturée qui était également incubéeads du bouillon TB. Le
tableau 4.2 donne la recette de ces bouillons de culture tandis que la dent4.2.2
fournie les détails de la croissance des bactéries pour lesérignces. La solution de
base utilisée dans les micropipettes était le milieu de moti.

Le tableau 4.3 présente les di érents uorophores qui ont été utilisés pour &s re-
cherches, leur concentration nale pour le marquage et le salwt utilisé pour la solution
mere. Le manufacturier et le numéro de produit des uorophes sont également indi-
qués.



Chapitre 4. Méthodes et résultats 53

Milieu Ingrédients (pour 1 L d'eau distillée)

Bouillon de peptone trypsiquel 10 g Peptone trypsique, 5 g NaCl

(TB)

Bouillon de Luria (LB) 10 g Peptone trypsique, 5 g Extrait de
levure, 5 g NaCl

Boite de Petri 10 g Peptone trypsique, 5 g Extrait de
levure, 5 g NaCl, 15 g agar

Milieu de motilité 10 mM phosphate de potassium,

0;1 mM EDTA, 10 mM acide lactique,
67 mM chlorure de sodium, pH 70
Milieu de marquage (milieu def 10 mM phosphate de potassium,
motilité sans NaCl) 0;1 mM EDTA, 10 mM acide lactique,
pH 7,0

Tab. 4.2 Ingrédients dans les bouillons de culture couramment utéés. Pour les
expériences sur le pH, le pH nal du milieu de motilité était ajgté avec du NaOH
concentré.

Fluorophore Concentration ( M) Solvant Fabriquant
Alexa Fluor 546 200 DMSO Invitrogen, A10258
Cs-maléimide

Alexa Fluor 488 200 DMSO Invitrogen, A10254
Cs-maléimide

Alexa Fluor 488, 5 50 Milieu de motilité Invitrogen, D22910
dextran 10 kD

FM 1-43 0 0082 Milieu de motilité Invitrogen, T35356
SYTO9 10 DMSO Invitrogen, L7012
lodure de propi- 60 DMSO Invitrogen, L7012
dium

Tab. 4.3 Concentration nale, solvant utilisé pour la solution mere et povenance des
uorophores utilisés.

Le tableau 4.4 présente les di érents antibiotiques qui ont été utilisés paumes
recherches et leur concentration nale dans le bouillon daiture. Le manufacturier et
le numéro de produit des antibiotiques sont également indigs.

Voir I'annexe A pour une liste des manufacturiers et des numéros de produitsde
autres produits chimiques utilisés pour la préparation et lenarquage des bactéries.
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Antibiotique Concentration Fabriquant
Ampicilline 100 g=mL EMD Chemicals 171254
Céphalexine 50 g=mL Sigma C4895

Chloramphénicol 34 g=mL EMD Chemicals 3130

Tab. 4.4 Concentration nale et provenance des antibiotiques utitiés.

4.2.2 Protocoles de cultures bactériennes et de marquages par
uorescence

Marquage des laments

Pour le marquage par uorescence des laments des bactériesld souche HCB1661,
une culture saturée était préparée a chaque semaine en incutdas bactéries de la boite
de Petri dans 10 mL de bouillon TB a 34C pendant 15 heures. Cette culture était
utilisée pendant 5 jours au maximum. A chaque jour, 100L de la culture saturée
étaient utilisés pour préparer une culture exponentielle des 10 mL de bouillon TB
contenant 50 g=mL de céphalexine et 34 M de chloramphénicol. Typiquement, le
culture exponentielle était préparée la veille et gardée auoid (4 Ma™e C) toute la
nuit. L'incubation a 34 °C débutait vers automatiquement 5 h du matin et durait

4 heures, jusqu'a ce que la longueur des bactéries atteigng0 100 m.

Les cellules lamenteuses étaient alors centrifugée a 1500pgndant 5 min an
d'enlever le bouillon de culture et de les concentrer. Les dtéries étaient par la suite
suspendues dans 100L de milieu de marquage contenant 50 g=mL de céphalexine
et 20 M du uorophore Alexa Fluor 546 C; maléimide. Les bactéries étaient alors
étuvées dans le noir, a température de la piece, pendant 3 hes

Une fois les bactéries marquées, 10 mL de milieu de motilité itat ajoutés a la
solution avant que les bactéries ne soient centrifugées a 150Pendant 5 min. Aprés
avoir jeté le surnageant, ce processus était répété une fois ade s'assurer de bien
enlever le uorophore qui ne s'était pas attaché sur les lames des bactéries. Le
culot de bactéries était ensuite suspendu dans 1 mL de milieu deptitité contenant
50 g=mL de céphalexine et 01 % (v/v) de polysorbate 20 ¢ween 2Q. La céphalexine
était présente pour éviter que les bactéries ne se divisent dotanos expériences tandis
gue le polysorbate 20 empéchait les laments de coller sur lanielle de verre et de se
briser.
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Cultures exponentielles

Les cultures des diverses souches de bactéries étaient faitess 10 mL de bouillon
TB incubées a 34°C jusqu'a ce que la densité optique atteigne;8 0; 6, indiquant le
milieu de la phase exponentielle. Les cultures étaient alorimcées en les centrifugeant
a 1500 g pendant 5 min a n d'enlever le bouillon de culture etalles concentrer lors
du marquage par uorescence de I'ADN. Les bactéries étaient aaplant utilisées sans
rincage lorsqu'elles étaient attachées directement sur ureelle pour étre percées.

Marquage de la membrane et de I'ADN

Le marquage des membranes avec le uorophore FM 1-43 et |le mpaaige de 'ADN
avec les uorophores SYTO9 et l'iodure de propidium ont été ectués tel que décrit
dans les protocoles fournis par le manufacturier.

4.3 Montages

4.3.1 Montage - Laser

Le montage d'ablation laser que nous avons mis en place eststhé a la gure 4.1
L'arrivée des impulsions au travers du montage est controléeage a un obturateur
mécanique Newport no. modéle 845). Le temps d'ouverture minimum de I'obturatur
estde 10 ms, laissant passer environ 100 impulsions de notre faisceau appsséede
un taux de répétition de 10 kHz. Une série de lItres a densité optigg neutre et une
roue- Itre atténuent ensuite la puissance du faisceau (les prdptés optiques des Itres
sont décrites plus loin). En n, le faisceau laser est élevé avec p@ériscope de maniéere
a l'injecter entre la roue contenant les cubes de ltres a uesence et l'arriere de la
tourelle des objectifs du microscope. Puisque le faisceau iresitl est collimé a I'entrée
de l'arriere de I'objectif, le point focal du laser se trouve tgours dans le plan d'imagerie
de l'objectif.

L'injection dans le trajet optique du microscope est faite eréréchissant le laser avec
un miroir dichroique placé a 45 degrés par rapport a I'horintale. Le miroir (Edmund
Optics, P64-467) ré échi la lumiere ayant une longueur d'onde supérre a 700 nm.
Il ninterfere donc pas avec les observations en champ clawm en uorescence avec le
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Roue-filtre a Microscope
Obturateur densité neutre
mécanique
Laser femtoseconde . 0 . 0
Filtres a densité Périscope Miroir
neutre dichroique

Fig. 4.1 Schéma 1-D du trajet optigue du montage d'ablation laser.

microscope (voir les gures4.4 et 4.5).

Caracteéristiques du laser

Nous avons utilisé un laser RegA 9000, deoherent Inc Ce laser fourni une faisceau
ayant un taux de répétition ajustable entre 10 250 kHz et une puissance allant jusqu'a
1,5 W. Le tableau4.5 présente les principales caractéristiques du faisceau duramis
expériences.

Taux de répétition centrale Puissance t
10 kHz 790 36 nm 80 110 mw 55 80 fs

Tab. 4.5 Caractéristiques du laser. centrale représente la longueur d'onde centrale la
largeur a mi-hauteur du spectre de fréquences du lasdr. est la durée des impulsions.

La gure 4.2montre une photo de la sortie du laseRegA 9000 Le faisceau qui sort
du laser est compressé avant d'étre utilisé a n de diminiuer la dée des impulsions. Le
faisceau peut étre dévié vers un autocorrélateur pour mesutardurée des impulsions.

Caractérisation des lItres a densité neutre

Puisque la densité optique (DO) des ltres varie en fonction deallongueur d'onde,
nous avons di mesurer la DO réelle des Itregforlabs NEKO01) autour de 790 nm. La
gure 4.3 présente la DO mesurée en fonction de la longueur d'onde, ohiera l'aide
d'un spectrometre. Ces spectres d'absorption ont ensuite étému@rés en fonction de
la longueur d'onde du faisceau en considérant que le faisceaaiaun spectre gaussien
possédant les parameétres inscrits dans le tableau5. Le résultat de ces calculs est
présenté dans le tablead.6.

On remarque que la densité optique est généralement plus basse tuvaleur no-
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Sortie RegA Compresseur

Autocorrélateur

Vers montage

Fig. 4.2 Photographie de la sortie du laseRegA 9000

Fig. 4.3 Densité optique des Itres en fonction de la longueur d'ondencidente.

minale pour les Itres ayant une forte absorption. Les valewr calculées ont été utilisées
a n de trouver plus rapidement la bonne atténuation a utilise durant nos expériences.
La puissance nale qui était utilisée était xée en modi ant I'angle d'une roue- Itre a
densité neutre Newport, 940).

4.3.2 Montage - Microscopie

Notre montage est basé sur un microscope inverg@lympus 1X71), tel qu'illustré
a la gure 4.4. La seule modi cation digne de mention qui a été faite au micszope
a été de soulever la platine et la tourelle des objectifs d'@anen 30 40 mm pour
nous permettre d'injecter notre laser femtoseconde au dessustdmbour des ltres a
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Valeur nominale Valeur calculée

0;1 012
0;2 021
0;3 031
0,4 0,34
0;5 0,44
0;6 0,54
10 0, 88
2;0 1,26
3,0 2,07
4;0 2,52

Tab. 4.6 Densité optique de certains Itres pour un faisceau dont le spie est
gaussien et qui possede une longueur d'onde centrale7@® nm.

uorescence. La gure4.5 montre une photo de cette partie du microscope.

\\"Q)

N
Manipulateur .C}OQ
Manipulateur
XYz

1

Laser femtoseconde H .
............................ ’ MIFOII’ dlChI’OIqUe

Lampe fluorescence

Cube de filtres

/ a fluorescence
N Caméra
N EMCCD

Fig. 4.4 Schéma du montage de microscopie.

L'objectif de microscope utilisé a une ouverture numérique de 3 et un facteur de
grossissement de 100XQlympus UPLANFLN). Nous avons choisi cet objectif en nous
assurant d'avoir une ouverture numeérique su samment élevée pou'ablation laser
femtoseconde (voir la sectior8.3.1), tout en demeurant dans une fourchette de prix
raisonnable. La haute ouverture numeérique permet égalemedtavoir une meilleure
résolution pour l'imagerie et un meilleur signal en uorescelc

L'excitation en uorescence a été faite avec une lampe a vapede mercure. Au
départ, nous utilisions une lampe traditionnelle (Olympus, U-H100HGAPOQO) avant de
passer vers un modele o rant une puissance plus constante et uneilleare durée de
vie (EXFO, X-Cite Series 120). Cette méthode d'excitation a été choigmur son faible
codt, sa polyvalence et sa facilité d'utilisation. Les cubes di#res a uorescence que
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< Objectif

Miroir
4 Dichroique

A v
Excitation en Cube de filtres
fluorescence a fluorescence

Fig. 4.5 Photographie de I'espace entre les cubes de ltres a uoresceret les objectifs
du microscope.

nous avons utilisés proviennent de la compagni&emrock Les caracteristiques de leur
bande de ré exion et de transmission sont présentées dans le tatlel.7.

Numéro Excitation (nm) Emission (nm) Ré. (nm) Trans. (hm)

FITC-3540B 482 18 536 20 446 4995 5135 725
TRITC-A 543 11 593 20 499 5545 5695 730
CY5-4040A 628 20 692 20 594 651 669 726

Tab. 4.7 Caractéristiques des cubes de Itres a uorescen&@emrock Les caractéris-
tiques des Itres d'excitation et d'émission représentent ladngueur d'onde centrale

la moitié de la largeur a mi-hauteur.Ré . et Trans. sont les bandes de ré exion et de
transmission du miroir dichroique dans les cubes.

Pour nos premiéres expériences, celles ne nécessitant pas ualedg vitesse d'acqui-
sition, nous avons utilisé une caméra avec un capteur CCD capable faire de I'imagerie
vidéo a basse vitesseQlmaging QiCam). Les pixels de cette caméra ont une taille de
4;65 m, ce qui correspond a 46;5 nm par pixels pour un objectif de microscope qui
posséde un facteur de grossissement de 100X.
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Pour l'imagerie des laments, nous avons choisi d'utiliser uneaméra @ndor Tech-
nology, iXon+ DU-860) qui contient un capteur CCD avec multiplicateu d'électrons
(EMCCD). Ce type de caméra possede un rendement quantique élevéq0 %), est ca-
pable d'atteindre facilement une grande vitesse d'acquisitid 500 images/sec) et nous
permet d'imager simultanément tous les laments d'une bactée. Cependant, les pixels
de cette caméra sont gros. lIs ont une taille de 24m, ce qui correspond a 240 nm
par pixels pour un objectif de microscope qui possede un factedg grossissement de
100X. Ceci limite nécessairement le type d'expérience qu'il gsbssible de faire avec
notre montage.

Calibration

Dans le but d'avoir une idée un peu plus précise des dimensioresdactéries et des
micropipettes observées, des photos d'une lame de calibrationt été prises avec les
cameéras et les objectifs utilisés durant mon doctorat. Comnidlustre la gure 4.6, des
lignes sont présentes sur la lame a chaque 1. Cependant la largeur et la granularité
des lignes nécessitent certains calculs pour obtenir une badition adéquate.

J'ai créé une fonctionMatlab a n de trouver la distance précise entre chacune des
lignes sur la lame micrométrique. La fonction additionne dlzord toutes les colonnes
pour moyenner la granularité des lignes sur la lame. Ensuite, gléonctions gaussiennes
ont été ajustées a la courbe (autant de fonctions qu'il y availle lignes dans I'image)
an de minimiser I'écart au carré entre la courbe calculée etilprojection de l'image
(gure 4.6, a droite). Une moyenne des distances entre les gaussiennes aeététuée
sur plusieurs images a di érents endroits sur la lame pour extra la taille d'un pixel
en micrometres et I'écart-type associé a cette maniere de adér la distance entre deux
barres. Le tableau4.8 donne les résultats de ces calculs de calibration.

Calibration Ecart-type

Caméra Objectif  m/pixels m/pixels
iXon 100X 0,2383 00002
QiCam 100X Q0463 00002

Tab. 4.8 Résultats du calcul de la calibration de la taille des pixelsednos caméras
en fonction des objectifs utilisés.

Dans les deux cas, I'écart-type sur les di érentes valeurs désthnce entre le centre
des barres de calibration est trés faible. L'erreur due au call de la position des barres
est donc petite par rapport a l'incertitude sur la position des arres fournie par le
fabricant ( 5 10 %).
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Fig. 4.6 A gauche, photo de la lame de calibration avec la caméra QiCam (haut)
et la caméra iXon (bas) pour un facteur de grossissement de 100X dfoite , on voit

le pro | d'intensité de la projection (pointillé) et la somme des courbes gaussiennes
optimisant I'écart au carré avec la projection (trait plein)

Les valeurs de la taille des pixels (238 nm et 48 nm) sont tres prés ( 1 %
d'écart) des valeurs théoriques calculées a partir de la liai des pixels des caméras et
du facteur de grossissement des objectifs (240 nm et 861m). Nous n'avons donc pas
cherché a e ectuer une calibration plus précise a l'aide de anometres calibrés plus
rigoureusement puisque pour le moment, nous sommes principagnt intéressés aux
vitesses de rotation et non a la taille des déplacements desniants.

4.4 Fabrication des micropipettes

Les pipettes utilisées pour contrbler la tension appliquée slarmembrane des bacté-
ries ont été fabriquées dans notre laboratoire en utilisantne technigue tres semblable
a celle de Fung et Berg3Z2).
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4.4.1 Etirement des micropipettes

En utilisant une tireuse verticale (Narishige PC-10), des tubes capillaires fait de
verre boraté porosilicate glasy ayant un diametre interne de 112 mm et un diamétre
externe de 15 mm (World Precision Instruments TW150-4) ont été étirés (voir la
gure 4.7). Le poids ajouté a la partie inférieure de la tireuse est de 245 g, soit
I'ensemble des poids fournis avec l'appareil.

<—— Tube capillaire

\ Filament

— Butée
<«— ler butoir

Poids /

2e butoir - bloc d'acier

Fig. 4.7 Photographie de la tireuse PC-10. Le tube capillaire est centrérsun lament
chau ant.

La gure 4.8illustre le procédé. La tireuse a deux étapes permet de rédupeogres-
sivement le diametre du tube capillaire. Apres les deux étapasrmale de |'étirement,
un bloc d'acier arréte I'étirement de la micropipette apresine élongation de quelques
millimétres. Le diameétre nal de la pointe de la micropipettedépend fortement de la
longueur de cet étirement et le moyen le plus précis pour leraatériser est de mesurer la
hauteur du bloc d'acier ( 49,50 mm). Le diametre extérieur nal de la micropipette
estalors de 5 10 m. Le chauage du lament est ensuite arrété manuellement
et le bloc d'acier est retiré et, en méme temps, les deux micrppites sont séparées
manuellement.
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Fig. 4.8 lllustration des di érentes étapes du tirage des micropipéts. a) Tube ca-
pillaire au départ. b) Premier amincissement. ¢) Deuxieme anmiissement. d) Cassure
du tube pour obtenir deux micropipettes relativement symétques.

4.4.2 Forge des micropipettes

Les micropipettes produites avec la tireuse sont ensuite indés sur une micro-
forge de fabrication maison (. gured.9). Celle-ci a été fabriquée a partir d'un microscope
standard (Nikon, Labophot). Pour visualiser la pipette durant la forge, un olgctif de
microscope a longue distance de travail est utilisé (32X, ouvereinumérique = G 4).
La platine du microscope a été percée an d'y attacher deux nmm@manipulateurs de
petite taille (World Precision Instruments, MM1-3) sur lesquels ont été attaché deux
laments de platine de 50 m World Precision Instruments, PT0203).

Tel gu'illustré a la gure 4.1Q le chau age des laments permet de modier la
forme de la pointe des micropipettes. Un courant de 0;5 A circule dans chacun des
laments et fait fondre la pointe de la micropipette, réduisat son diamétre intérieur.
Le chau age est contrélé manuellement de maniére a ce qu'il isge étre arrété lorsque
le diametre intérieur des micropipettes s'approche de la \alr désirée. La région ou le
diamétre intérieur est a son plus faible est appeléettanglement .

An de s'assurer que la micropipette ainsi produite est de la bonneaille, une
mesure dububble numbef60] est e ectuée. Pour ce faire, la micropipette est montée sur
une seringue de 10 mL remplie d'air. La pointe de la micropiptet est alors immergée
dans du méthanol. L'air dans la seringue est comprimé jusqu'a cgie la pression a
I'intérieur de la micropipette soit su sante pour faire sortir des bulles de la pointe de
la micropipette. A ce moment, le volume nal qui est indiqué sula seringue correspond
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Objectif

4 v P

Manipulateur Filaments

Fig. 4.9 Micro-forge de fabrication maison. La micropipette est plaeéentre les deux
laments de platine qui sont montés sur des micromanipulatest Un objectif a longue
distance de travail permet la visualisation des micropipettedurant le processus de
forge.

Fig. 4.10 A gauche : représentation des laments de platine et de la micropipett
tel qu'ils sont observés durant le processus de la forgedroite : représentation d'une
micropipette apres le processus de forge.

au bubble numberCette mesure est corrélée au diametre intérieur de la micrpgite.
Ce processus est illustré a la gurd.11

Dans notre cas, unbubble numberde 38 correspond a un diametre intérieur ac-
ceptable (environ 1 m) pour la souche de bactérie HCB1661. En général, il était
impossible d'attraper des bactéries avec des micropipettegat un bubble numbeentre
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Seringue 10 mL
Micropipette \

S~ Méthanol

Fig. 4.11 Mesure dububble numbed'une micropipette.
3;70u 39

Finalement, le bout des micropipettes a été enduit d'un silame [Dow Corning
Sylgard 184) en s'approchant le plus possible de leur pointe, satoutefois boucher
I'ouverture de celle-ci. Au nale, la région entre 1 cmet 0;5 mm de la pointe était
recouvert. Le silicone a été durci en chau ant la pointe penda quelques secondes dans
le jet d'air d'un séchoir industriel. L'épaississement de la parale la micropipette par
le silicone a réduit sa capacité et permis la compensation desi@nts capacitifs grace
a l'ampli cateur patch-clamp

4.4.3 Cassage des micropipettes

La derniére étape pour la production des micropipettes dewe est e ectuée lorsque
la micropipette est installée sur le montage, juste avant une e&pgence. La pointe
de la micropipette est alors appuyée sur la lamelle de verre & au fond du porte-
échantillon. Le laser femtoseconde est utilisé pour casser la geide la micropipette
an de réduire la distance entre I'étranglement et le bout dea micropipette (voir
la gure 4.12. Pour ce faire, le laser est focalisé dans le centre de la midpgite a
I'endroit ou la cassure est désirée. La puissance nécessaire pour cdaspointe de
la micropipette dans ces circonstances est d'environ5/fois la valeur du SDEF. Ceci
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permet l'utilisation de bactéries plus courtes.

Fig. 4.12 A gauche : micropipette appuyée au fond du porte-échantillon. La pate
de la micropipette est en haut et I'étranglement est en ba#\ droite : micropipette
suite a la cassure de la pointe provoquée par le laser femtosecomd&tranglement est
maintenant beaucoup plus pres de la pointe de la micropipettce qui permet d'utiliser
des bactéries plus courtes.

45 Perméabilisation de la membrane des bactéries

La premiéere étape de mon projet était de veri er s'il était possile de permeéabiliser,
a l'aide d'impulsions laser ultrabréves, la membrane d'une dale d'E. coli située a
l'intérieur d'une micropipette de verre. Cette section préseera les di érentes étapes
qui ont mené a cette démonstration.

4.5.1 Alignement du faisceau laser

L'alignement du faisceau laser pour le faire entrer dans le et optique du micro-
scope a été une étape essentielle. On voulait a remplir le placdbarriére de I'objectif
avec un faisceau collimaté a n d'obtenir un petit point focalsitué dans le méme plan
gue l'image et centré dans le champ de vue.

La premiere étape de l'alignement a été e ectuée sans l'objae microscope an
de s'assurer que le faisceau était injecté au centre de l'arriede I'objectif et de facon
parallele a I'axe optigue du microscope. L'observation du fieau a été faite a l'aide
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d'une carte de visualisation qui émet de la uorescence lorsqlie est exposée a du
rayonnement infrarouge. L'alignement adéquat du laser avade placer I'objectif s'est

avéreé critique puisqu'un mauvais positionnement entrainale point focal du faisceau en
dehors du champ de vision de la caméra utilisée (iXon). Une foidteeétape accomplie,

le faisceau a été atténué a l'aide de Itres a densité neutre (wda section 4.3.7).

La deuxiéme étape consiste a trouver le point ou le faisceau egtdlisé dans I'image
de la caméra. Pour ce faire, la méthode la plus e cace consistdaire la mise au point
juste en dessous de l'interface eau-lamelle d'un échantillonip de laisser I'obturateur
ouvert en continu. La puissance du laser a alors été augmentéegressivement, tandis
gue la mise au point du microscope a €té ajustée, jusqu'a ce quepasons illustrés
dans la gure 4.13soient visibles. Ces patrons proviennent de I'automodulatiote phase
du faisceau laser dans le verre. Le centre du point focal a al@t& noté a partir de ces
images.

Une fois le point focal trouvé, la puissance du laser a été réduéteouveau. La valeur
de SDFE a ensuite été recherchée, c'est-a-dire la puissance lasegrimale qui permet
d'e ectuer I'ablation de la membrane d'une bactérie. Cettgpuissance a été trouvée de
maniére phénomeénologique, tel que décrit dans la sectiérb.2

4.5.2 SDFE et perte du contraste des bactéries

Pour con rmer la perméabilisation de la membrane d'une celle, la perte de contraste
du corps cellulaire suite a I'ablation laser a été observée. Enet, méme lorsque les bac-
téries ont été imagées en champ clair, il a été possible de ndeedi érence de contraste
entre une bactérie vivante et une bactérie morte.

La puissance du laser a été ajustée progressivement a n qu'il soitgsible de faire
perdre le contraste a une cellule située au point focal du laseyut en s'assurant que
les bactéries environnantes ne soient pas a ectées. La gudel4 illustre bien la trés
grande précision qu'il a été possible d'obtenir avec I'ablatiolaser femtoseconde. Elle
montre un échantillon de bactéries lamenteuses qui ont étéoliées sur une lamelle avec
de la poly-L-lysine et qui ont été percées l'une aprés l'autré'ablation d'une cellule
individuelle a été possible méme si la distance maximale entredeint ou la premiére
ablation a été e ectuée et la deuxieme bactérie n'était queed 1 m (le diametre
d'une bactérie).

La gure 4.15montre ce qui se produit lorsque la puissance du laser était |egaent
trop élevée (2 3 fois le SDFE). Il y a eu formation d'une bulle de gaz et la baétie a
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a)

Fig. 4.13 Photo du point focal du laser. a) Champ clair avec une mise au poipres
d'une bactérie sur la surface d'une lamelle. b) et d) Image de enoscopie en champ
clair avec le laser ouvert en continu a une puissance prés du selgblation. c) et e)
Lumiére produite par le faisceau seulement dans les mémes dbods lorsque la lampe
pour |'éclairage en champ clair est éteinte. Les images b) etant été prises al0 m
de profondeur par rapport a I'image a) tandis que les imageg dt e) ont été prises a
20 m de profondeur par rapport a l'image a). Echelle 10 m.

été completement coupée en deux. Le diametre de la régionc¢bée par I'ablation était
assurément de plusieurs micrometres a en juger par la taille debulle.
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a) / b) /
c) / d) / /

Fig. 4.14 a) Le point focal du laser ( éche) est situé a I'endroit ou deux baéries

lamenteuses se chevauchent. La mise au point est faite sur une sedés deux bactéries.
b) Suite a l'ablation laser, la bactérie ciblée (eche) perd socontraste tandis que la
deuxiéme bactérie demeure intacte. ¢) La mise au point est ete€e sur la deuxieme
bactérie ( éche). d) Suite a l'ablation, la deuxieme bactée ( éches) a également perdu
son contraste. Echelle 10 m.

4.5.3 Imagerie par microscopie en uorescence

Des images de microscopie en uorescence de bactéries de lateae salmonelle
QW682 (souche de type sauvage) ont été prises en présence desopbores SYTO9 et
I'iodure de propidium. Pour facilité leur imagerie, les baéries ont grandies en présence
de céphalexine avant d'étre collées sur une lamelle avec dedy-L-lysine.

Le SYTO9 est un uorophore vert qui s'attache a 'ADN et qui est caphle de
pénétrer la membrane des bactéries. L'iodure de propidium esh uorophore rouge
qui s'attache également a I'ADN. L'iodure de propidium n'est cepndant pas en mesure
de pénétrer la membrane des cellules intactes. La présencedlire de propidium a
l'intérieur d'une cellule aura également pour e et de rédue l'intensité de la uorescence
du SYTO9. En n, notons que ces deux uorophores ne sont presque gauorescents
lorsqu'ils ne sont pas attachés a de I'ADN, permettant une obseman avec un bruit
de fond faible.

La gure 4.16 montre I'évolution de la uorescence durant I'ablation en pésence
des deux uorophores. Les images a) et d) montrent la bactéréel'étude avant et aprés
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0,571 0,573 0,577
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1,151 1,427 2,031

Fig. 4.15 Phénoméne d'ablation en fonction du temps (secondes). La tropagde
puissance meéene a la création d'une bulle d'air visible. Méme silleeci s'évapore ra-
pidement, les dommages causés par l'ablation font plusieurscnomeétres de diamétre.
Echelle :10 m.

I'ablation, respectivement. Les images b) et e) montrent titensité de la uorescence
du SYTO9, le uorophore vert. On remarque que l'intensité de lauorescence apres
I'ablation a diminuée énormément, méme dans les cellulesiquétaient pas visées.
Cette baisse d'intensité est due au photoblanchiment du SYTO9 dat I'observation de
I'iodure de propidium (image c)), qui a la méme longueur d'ade d'excitation. D'autres
séries de données (non illustrées), prises sans regarder l'i@dde propidium avant
I'ablation, montrent que la uorescence du SYTO9 des celluldsées par le laser descend
signi cativement plus que celles des cellules intactes. Lemages c) et f) montrent
l'intensité de la uorescence de l'iodure de propidium juste @ant et aprés l'ablation
laser. On note immédiatement la forte augmentation de l'intesité de la uorescence
de l'iodure de propidium aprés l'ablation, particulieremst a I'endroit ou I'ablation a
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été e ectuée. En n, I'image g) montre la méme bactérie 5 mings aprés l'image f). Le
uorophore a eu plus de temps pour di user a l'intérieur de la ellule endommagée et
illumine une plus grande partie de la bactérie.
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Fig. 4.16 En haut : avant I'ablation a I'endroit indiqué par la éche, a) champclair,
b) SYTO9 et c) iodure de propidium.En bas : apres I'ablation, d) champ clair, e)
SYTOQY9, f) iodure de propidium et g) iodure de propidium, 5 mintes aprés l'image f).
Le contraste de toutes les images a été ajusté de la méme mani&ehelle :10 m.

Les images acquises avec la combinaison de SYTO9 et d'iodure dgpium montrent
gue les trous percés sur des bactéries xées sur une lamellenpetient la di usion de
uorophore a l'intérieur des cellules. Une partie de 'ADN corgnu dans les bactéries
est éjecté de celles-ci et est visible a I'extérieur de la membeafrésultat non illustré).

4.5.4 Imagerie par microscopie électronique a balayage

An d'évaluer la performance de notre montage d'ablation lage des images de
bactéries percées ont été prises a l'aide d'un microscope &latuque a balayage. Les
cellules ont été incubées jusqu'au milieu de la phase exporieté, tel que décrit a la
section4.2.2

Pour nos premiéres tentatives, une petite quantité de bactés a été xée sur une
lamelle recouverte de poly-L-lysine. Les bactéries colléent été photographiées au
microscope avec un objectif a contraste de phase possédant undactde grossissement
de 20X. Cette image, qui contenait la majorité des bactérieggsentes sur la lamelle,
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a été utilisée comme référence durant nos séances de microgcéfgctronique a n de
retrouver les bactéries qui avaient été percées.

La puissance du laser a été ajustée a n qu'elle soit prés du SDFE. kqu'un nombre
su sant de bactéries a été percé (10 50 par lamelle), du glutaraldéhyde (concentration
nale de 2;5 %) a été ajouté pendant 5 min pour xer les bactéries. Ensuite la lamelle
a été rincée a l'eau distillée a n d'enlever le glutaraldéhyal et le sel présents avec les
bactéries. Une fois séchées, les lamelles ont été envoyées a khaRil Janvier (pavillon
Marchand, Université Laval) qui les a métallisées a n d'imageles cellules a 30 kV avec
un microscope électronique a balayagdEOL, JSM6360LV).

La gure 4.17a) montre un résultat typique de cette premiéere série d'ablains. Les
bactéries percées ont été diciles a trouver au microscopeegtronique. Elles avaient
I'air dégon ées et avaient perdues la majorité de leur cordiste par rapport au bruit de
fond. Le trou fait par I'ablation laser n'était généralementpas visible dans ces circons-
tances.

Fig. 4.17 Image de microscopie électronique. a) Des bactéries qui oné ¢ercées
par ablation laser avant d'étre xées. b) Des bactérie xées ant d'étre percées par
ablation laser. La puissance est pres du SDFE. c) La puissance estiemv 1; 5 fois celle
du SDFE. Echelle : voir les images individuelles.

Une deuxieme série d'expériences a été e ectuée. Cette fois bactéries ont été
xées avec du glutaraldéhyde avant d'étre percées avec leséa. Les bactéries étaient
donc mortes et rigides durant I'ablation, nous permettant d mieux observer I'e et du
laser sur leur membrane. Les images b) et c) de la guekl7 illustrent bien le type
d'image qu'il fut possible d'obtenir. On note que le diametre ‘dblation dépend forte-
ment de I'énergie par impulsion et qu'il est possible d'obtenirrudiamétre d'ablation
de l'ordre de 200 300 nm.
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455 Ablation de la membrane d° E. coli a lintérieur d'une
micropipette

A n de démontrer I'acces physique a l'intérieur d'une bactég, nous avons utilisé du
dextrane Alexa Fluor 488 (voir section4.2.1). Ce dextrane uorescent, ayant un poids
moléculaire de 10 kDa, a été placé a l'intérieur d'une micrggette, en solution dans
du milieu de motilité. Une bactérie a alors été aspirée dans laicropipette jusqu'a ce
gu'elle soit prise dans son étranglement ( guré.18a)).

Fig. 4.18 Pour les deux images, la barre blanche point vers I'extrémitée la bactérie
qui se trouve a l'intérieur de la micropipette. a) Avant I'abhtion. Image en microscopie
a uorescence d'une bactérie prise dans I'‘étranglement d'uraicropipette. Le corps
de la bactérie est sombre (pratiquement invisible sur I'imagehp) Apres l'ablation. Le
uorophore di use a l'intérieur de la bactérie et l'illumine.

Avant l'ablation, il n'y a pas de uorescence au-dela de I'éanglement. Suite a la
destruction de la partie de la membrane de la bactérie qui est sée a l'intérieur de la
micropipette, le uorophore est libre de di user au travers dda bactérie. Apres quelques
instants, le corps entier de la bactérie est illuminé ( gurel.18b)). Cette expérience a
montré que l'ablation laser permet de perméabiliser la membra d'une bactérie prise
dans I'étranglement d'une micropipette et que cette permédisation permet la di usion
de molécules relativement grosses.
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Redistribution de uorescence apres photoblanchiment

Quelques expériences ont été e ectuées a n de caractérisaplermeéabilisation de la
membrane d'une bactérie percée dans une micropipette. Enligant la méme approche
gue précédemment, des expériences de redistribution de escence aprés photoblan-
chiment (Fluorescence Recovery After PhotobleachingRAP) [108 ont été e ectuées.

Ce type d'expérience est basé sur le fait qu'il est possible de déteula propriété
de uorescence des uorophores en les exposant a une excitatiomineuse intense et
prolongée. Une fois les molécules éteintes, la dynamique dednsité de la uorescence
dans une région d'intérét est observee. Si la uorescence reitjal est alors possible de
conclure que de nouveaux uorophores ont été en mesure de dier d'un bassin vers
la région d'intérét et qu'ils ont remplacé les uorophores téints. Dans notre cas, si la
redistribution des uorophores est possible, cela signi e que lmembrane est encore
perméabilisée. Comme nous étions principalement intéresséfagossibilité, ou non,
de la diusion des uorophores au travers de la membrane peregaucune analyse
guantitative de la dynamique de la redistribution des molédas uorescentes n'a été
e ectuée.

La lampe a uorescence a été utilisée pour photoblanchir les anophores présents
dans une bactérie percée. La gurd.19a) montre l'intensité de la uorescence aprées 1
5 minutes d'exposition a la lampe. La lampe a ensuite été fermgendant 30 secondes
pour permettre la redistribution du uorophore. Par la suite, une nouvelle image de
microscopie en uorescence a été prise, donnant I'image mordra la gure 4.19b). Le
retour de la uorescence a l'image b) nous con rme que le trouaths la membrane est
resté ouvert puisque la di usion de nouveaux uorophores a l'iiérieur de la bactérie a
ete possible.

Le gain de uorescence, di a la diusion du dextraneAlexa Fluor, durant les

30 secondes de redistribution de uorescence aprés photoblaineent est évident
(image c) et d) de la gure4.19. Cette expérience a con rmée que le trou, formé par
I'ablation laser, pouvait demeurer ouvert. D'autres expéences sur cette bactérie, et sur
d'autres (résultats non illustrés ci-contre), ont con rmé ge la perméabilisation de la
membrane par le processus d'ablation laser pouvait durer au mei1l0 minutes.
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Fig. 4.19 Une bactérie a été prise dans I'étranglement d'une micropigetet sa mem-
brane a été perméabilisée grace a I'ablation laser. Pour cetepérience, le temps entre
I'ablation et I'expérience de FRAP était de 1 minute. a) Photo de microscopie
en uorescence apres 1 minute de photoblanchiment. b) Photo de microscopie en
uorescence aprés 30 secondes de redistribution de uorescence. c¢) Di érence entre
I'image b) et I'image a). d) Méme image qu'en c) mais avec rebssement du contraste.

Bactérie percée a chaque extrémité

Toujours dans le but de caractériser la performance de I'alian laser pour la per-
méabilisation de membranes bactériennes, une série d'expéces similaires aux expé-
rience de FRAP (section4.5.5 ont été e ectuées. Pour ces expériences, les deux ex-
trémités d'une bactérie coincée dans I'étranglement d'umaicropipette ont été percées
par ablation laser.

Encore une fois, la présence de dextranélexa Fluor & l'intérieur de la micropi-
pette a permis I'observation du déplacement du milieu a l'idrieur de la bactérie. La
gure 4.20d) et e) montre ce qui se produit lorsqu'une pression est appliquéel'in-
térieur de la micropipette : le uorophore est en mesure de diser au travers de la
bactérie pour sortir a I'extérieur. Malheureusement, il n‘a ps été possible d'e ectuer
une expérience de contréle négatif pour cette expériencerda une bactérie intacte ou
percée a une seule extrémité) a cause de di cultés expérimefda. La principale di -
culté a été de garder une bactérie percée (et dégon ée) a ténieur de I'étranglement
lorsqu'une pression est appliquée.
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Fig. 4.20 a) Bactérie percée de chaque c6té de I'étranglement. b) Fhescence avant
I'application d'une pression a l'intérieur de la micropipete. ¢) Florescence apres l'ap-
plication d'une pression. d) Di érence d'intensité entre l'image c) et b). e) Di érence

d'intensité avec rehaussement du contraste.

4.6 Meéthodologie pour le systeme in vitro

4.6.1 Patch-clamp

Un montage depatch-clamptypique peut mesurer des courants de I'ordre de quelques
pA. Pour atteindre de telles performances, une bonne isolati@giectrique du montage
est essentielle. Par conséquent, toutes les parties métalligugu montage, c'est-a-dire
la table optique, la platine et le statif du microscope et les ageres, ont été mises a
la terre en les connectant au port approprié de I'ampli catar patch-clamp La téte de
I'ampli cateur a également été recouverte d'une cage de Fadlay, elle-méme mise a la
terre. Ces précautions ont éliminé la majorité du bruit élddque ambiant (60 Hz) de
Nnos mesures.

Montage - Systeme in vitro

La gure 4.21illustre une partie du montage électrique qui a été utilisé paunos
expériences. Une premiére électrode est située a l'intérieur ldemicropipette tandis
gu'une deuxiéme est située dans le bain de notre porte-échéloti. Le contact élec-
trique entre les deux électrodes est fait par la solution salingui est présente dans
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la micropipette et dans le bain. Ceci permet de mesurer le camt qui passe d'une
électrode a l'autre au travers de la pointe de la micropipett Les électrodes sont bran-
chées sur la téte d'un ampli cateurpatch-clamp(Molecular Devices Axopatch 200B).
L'ampli cateur a été contrélé et ses signaux enregistrés gra@un logiciel Labview
développé dans notre laboratoire (voir la sectiod.6.3 pour plus de détails) via une
carte d'acquisition et de contrdle des donnéedational Instruments, PCI-6251). Les
signaux électriqgues ont également été observés directement so oscilloscope durant
les expériences.

Electrode du bain —3»
_:_ Mise a la terre

Electrode intra-
micropipette
|

Bain

Solution saline Téte de I'amplificateur

Fig. 4.21 Schéma du montage pour la partie électrique du systenrevitro.

Les signaux électriques ont été Itrés a 5 kHz a l'aide du ltre pdsent sur I'ampli ca-
teur avant d'étre mesurés par le logiciel. Pour évaluer la glig de l'isolation électrique,
le bruit RMS a été mesuré avec une micropipette ayant unubble numbede 3 8. Pour
se faire, une tension de 0 V a été appliquée pendant 2 secondesdpahque le courant
était mesuré avec un taux d'acquisition de 10 kHz. Dans ces cingtances, nous avons
obtenu Irys = 1;0 0;5 pA, ce qui est pres de la valeur optimale mentionnée par le
fabriquant ( 1 2 pA).

Au cours des expériences sur les bactéries, le courant a été mesula méme fre-
guence d'acquisition que la caméra, soit 485 Hz.

Mesure de la résistance électrique

Pour mesurer la résistance électrique au travers de la pointe & micropipette,
des impulsions de tension carrées ont été appliquées au débutida n de chaque
expérience. En général, 10 impulsions de5 mV d'amplitude et d'une durée de Q1 s
étaient appliquées. La gure4.22illustre le résultat typique de cette manipulation pour
une micropipette ayant unbubble numbede 3 8.
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Fig. 4.22 Courant mesuré pour des impulsions carrées dé&b mV d'amplitude ayant
une durée de0; 1 s. La résistance mesurée est @;4 0,2 M

L'écart entre le courant circulant dans la micropipette au raximum et au minimum
de la tension a été utilisé pour calculer la résistance totale d& iicropipette. Pour ce
faire, I'nistogramme de la distribution du courant a été fait.Ensuite, les parametres
de deux courbes gaussiennes ont été ajustés pour minimiser lezaréquadratique par
rapport a I'histogramme. Le centre des distributions gaussiers a été utilisé an de
trouver la valeur moyenne du courant a 5 mV et a 5 mV. Ce processus est illustré
a la gure 4.23 En générale, la résistance totale des micropipettes vides iétde
50 80 M.

Au cours des expériences sur les bactéries, la tension applejeéle courant mesuré
par I'appareil ont été utilisés directement pour calculer laésistance au travers de la
bactérie au bout de la micropipette.

Dérive de la tension par rapport a la mise a la terre

Au début de chaque expérience, la tension appliquée par l'alhgateur a été mise
a 0 mV. Le courant qui passait d'une électrode a l'autre a été ajusta 0 pA avec le
bouton de contréle du décalage de I'ampli cateuripet o set). Cependant, au cours
d'une expérience, il est commun qu'il y ait une dérive de la teion par rapport a la mise
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Fig. 4.23 En gris : histogramme de la distribution du courant (1000 classes répas
uniformément sur I'étendue des courants mesuré€n noir : somme de deux distribu-
tions gaussiennes dont les parameétres ont été ajustés pour miiger I'écart quadratique
par rapport a I'histogramme. La résistance estd@l;4 0;2M (moyenne écart-type
sur 4 mesures).

alaterre. En e et, le courant de base qui passe au travers de la mopipette, c'est-a-dire
le courant pour une tension appliquée de 0 mV, peut uctuer. Cet uctuation peut
étre causée par un courant de liquide qui entre ou qui sort de laicropipette quand,
par exemple, une pression est appliquée a l'intérieur de cetieDe plus, la surface des
électrodes d'argent a été chlorée a n de stabiliser le transtade charges de la solution
vers le circuit électrique, minimisant ainsi les réactions amiques (oxydation, etc.) a
la surface des électrodes qui peuvent également entrainerunctuation du courant
mesuré par I'ampli cateur.

La gure 4.24 montre une courbe typique de la dérive du courant en fonctiodu
temps. Le courant a été mesuré pendant 5 minutes pendant qu'utension de 0 mV
était appliquée. La dérive, de l'ordre de 0;01 0;02 nA sur 5 minutes, correspond a
une variation de 1 2 mV. Le phénoméne de dérive de la tension mesurée est donc
faible par rapport aux tensions qui sont généralement appliges (50 150 mV).
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Fig. 4.24 Dérive du courant en fonction du temps pour une tension applige de
0 mV. Dans ce cas, une déviation d&;01 nA correspond a une tension de 0;9 mV
puisque la résistance de la micropipette est @;4 0;2 M

Modele d'analyse de la variation de R ¢

Tel que mentionné dans la sectiol.4, I'utilisation de la technique du patch-clamp
sur des cellules entieres peu attachéeashole-cell/loose-patch patch-clampequiert une
analyse des di érentes résistances en cause a n de s'assurer que Eehce de potentiel
électrique appliquée est bien localisée a la membrane extedeela cellule. Pour analyser
I'évolution de la tension réelle appliquée sur le moteur en fotion du temps, le méme
modele que celui de Fung et Ber@g] a été utilisé. La gure 4.25montre un schéma du
circuit électriqgue équivalent utilisé pour ce modele.

La tension au moteur {/,,) est réduite par rapport a la tension appliquée\(;) en
raison de la puissance dissipée dans le milieu a l'intérieur de lacnopipette (R,). Le
courant passe ensuite en parallele autour de la bactérie danétianglement R|) et
au travers de la membrane de celle-cR( et Ry). Une partie de la puissance est donc
également dissipée avant d'atteindre le moteurR;) situé a une distancd de la pointe
de la micropipette.

La résistance d'accesR,) dépend de la géométrie de la micopipette et de la conduc-
tivité du milieu a l'intérieur de celle-ci. Dans notre cas, d&g expériences ou les micro-
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Fig. 4.25 Schéma du circuit électrique utilisé pour modéliser I'évolidn de la résis-
tance totale. L'intérieur de la micropipette est a droite et'extérieur a gauche\; est la
tension appliquée par I'ampli cateur, R, est la résistance électrique entre I'électrode et
le trou dans la bactérie R; est la résistance entre la trou et le moteuV,, est la tension
appliguée sur le moteur (a une distance de la pointe de la micropipette),R, est la
résistance entre le moteur et I'extérieur de la micropipetteteR, est la résistance du
milieu autour de la membrane bactérienne. En nRt est la résistance totale du circuit
équivalent.

pipettes ont cassées ont montrées que cette résistance se situ@autde 5 M. Une
résistance aussi faible ( 2% de la résistance totale pouRt 250 M) a trés peu
d'in uence sur la valeur deV,,.

La résistance de la partie de la bactérie entre le trou dans la mbrane et le moteur
(Ri) peut elle aussi étre évaluée. Des expériences sur des baciépercées au deux
bouts permettent d'estimer que la valeur deR; se situe autour de 50 100 M.
Cette partie de la résistance ne variera que si la membrane enteetrou et le moteur
se dégrade au cours de l'expérience.

La résistance de fuite R|) peut étre estimée au début des expériences a partir de la
résistance totaleRt. En e et, puisque la résistance de toutes les parties de la membea
de la bactérie est élevéeR; + R, >> R |) [32] avant 'ablation, on trouve queR;, Rr.

La résistance de fuiteR, baisse généralement un peu suite a I'ablation, probablement
a cause de l'a aissement partiel de la membrane bactérienne dabétranglement On
peut considérer qu'aprés ce momenR, est constante.

La tension réelle au moteurV,) ne dépend alors que de la résistance de la partie de
la membrane entre le moteur et I'extérieur de la bactérieR,) et peut donc étre calculée
en fonction de la résistance totaleR). L'équation 4.1, tirée de la référence32], fournit
la tension au moteur en fonction de la tension appliquée et derésistance totale. Cette
équation est dérivée a partir de I'équation du diviseur de termn formé parR; et R,
(en négligeantR,) et en remplagantR, par son expression isolée a partir de I'équation
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de la résistance totale du circuit électrique électrique éaquailent.

_ R+ R RiR
R (Ri + R)Ry

Vi V, (4.1)

La gure 4.26 montre une simulation de la valeur deV,, en fonction deRt. La
valeur deR, a été xée a la valeur estimée plus haut tandis que deux valeuts R; sont
présentées. La valeur d&, a été établie comme étant la valeur d®+ suite a l'ablation
laser (250 M ). La valeur de départ deRt est une valeur représentative de ce que nous
avions lors de nos expériences (voir la sectidnb.l).

Fig. 4.26 Simulation deV,, en fonction de laRt pour R; =50 M (trait plein) et
Ri =100 M (trait pointillé). R, =250 M

Evolution temporelle de la résistance totale

Durant nos expériences, la résistance totaR; était approximativement constante
comme lillustre la gure 4.27. En fait, Rt descendait Iégérement en fonction du temps
dans les premiéres minutes suivant I'ablation laser. Cette rdinution était toutefois
relativement faible. La valeur de départ deRt était de l'ordre de 150 300 M et
baissait, au cours d'une expérience, d'environ quelques dims de M . Une telle baisse
de Rt, comme lillustre la gure 4.26 entraine une baisse d¥,, inférieure a5 10 %.

La gure 4.27 montre aussi qu'apres plusieurs minutes a une valeur relativemt
constante, Rt chute soudainement a 70 100 M. La valeur minimale de Rt dans
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Fig. 4.27 Evolution de Ry pour I'ensemble d'une expérience particuliére. La valeur
mesurée esen gris et une courbe lissée estn noir . La tension appliquéeV, pour les
deux premieres secondes était demV. La bactérie a ensuite été percée et une tension
de 100mV a éteé appliquée pendant 60 secondes. Quelques instants plslt un autre
acquisition ayant une durée de 60 secondes a été faite avec Mpe 150mV.

ces circonstances était trés pres de la valeur @Ry lorsque la bactérie présente dans
I'étranglement était percée a ses deux bouts. Cette baisse Rg a toujours été ac-
compagnée de la perte du contréle de la rotation des lamentst I'augmentation de
la tension appliquée ne permettait pas de rétablir la rotatio. Ceci nous porte a croire
gue cette chute catastrophique dé€kt est due a la perméabilisation de la membrane
cellulaire a I'extérieur de la micropipette R,). De plus, bien que le faible rendement de
notre méthodein vitro n'ait pas permis de le démontrer, il semble que l'augmentatio
de la tension appliquée/, augmente la probabilité d'observer une telle chute dB+ et
diminue ainsi la durée de vie d'une expérience. Notre hypotheest donc que ce phe-
nomeéne est une sorte d'électroporation, méme si la tension ajpiée est sous le seuil
établi pour une population de cellules (voir la sectio3.2.2.

4.6.2 Tentatives d'amélioration du montage

Plusieurs techniques ont été tentées pour améliorer I'e cat® et le rendement de
notre méthode de contrdle du moteur agellaire. Les sectiorsiivantes décrivent brie-
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vement ces tentatives, méme si elles n'‘ont pas été retenues pleumontage nal. Nous
avons d'abord voulu améliorer la qualité des Ims enregiste2en alignant et en sta-
bilisant I'axe de rotation des laments. Ceci aurait permis ue mesure plus able et
constante de la vitesse de rotation des moteurs et aurait fatdil'automatisation de
I'analyse. Dans le méme but, nous avons tenté d'utiliser des enbbilles de polystyrene
pour observer la rotation des moteurs. En n, nous avons égalenteessayé de réduire
la tension appliquée et d'augmenter la qualité de l'isolatioglectrique de chaque c6té
de I'étranglement pour éviter d'endommager rapidement la embrane bactérienne et
ainsi prolonger les expériences.

Alignement des laments

Pour faciliter I'analyse d'images et simpli er énormément somautomatisation, il est
souhaitable que les laments des bactéries tournent a I'haantal dans le plan d'ima-
gerie du microscope. Ceci évite qu'une section du lament appsse et disparaisse au
cours d'un Im. Il est également préférable que tous les lamds d'une bactérie soient
paralleles plutét qu'a des angles di érents a n d'éviter qtils ne se superposent.

L'approche utilisée a été d'introduire une deuxieme micropette pour créer un
courant de liquide qui alignerait les laments des bactérge de maniére paralléele au
plan image du microscope. Avec une micropipette ayant un diatre intérieur de
10 40 m, il a été possible d'aligner les laments des bactéries. Malliusement, en
plus de compliquer davantage le protocole expérimental teeméthode a le désavantage
d'entrainer un changement notable de la vitesse de rotation sllaments, c'est-a-dire
d'appliquer un couple sur les moteurs. Pour obtenir des résutsaquantitatifs, il au-
rait été nécessaire de quanti er précisément le courant applig a n d'inclure cet e et
dans notre analyse. Ceci pourrait étre réalisé en incluant déslles uorescentes dans
le milieu de motilité injecté, mais nous avons jugé que la dculté technique que cette
procédure aurait ajoutée au montage était trop importante pur le moment. Toutefois,
il n'est pas exclu d'utiliser cette méthode dans le futur car & simpli ait énormément
I'analyse des vidéos de laments uorescents.

Utilisation de microbilles pour la visualisation de la rota tion des laments

Comme cela a été mentionné dans la sectidnl.4 I'utilisation d'un marqueur uo-
rescent pour visualiser la rotation des laments posséde certaidésavantages : le temps
de marquage est long, les uorophores sont susceptibles au phoémchiment et les -
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laments ainsi marqués peuvent se superposer. Pour pallier a destations, plusieurs
études utilisent des microbilles de polystyrene comme marague Malgré plusieurs ef-
forts dans ce sens, il n'a malheureusement pas été possible d'seit cette technique
pour notre montage en raison de contraintes supplémentairegea lesquelles nous de-
vONs composer.

Premierement, pour que la rotation des microbilles soit constte et durable, les
laments doivent étre raccourcis en les cassant. Ce cassaghdaring se fait en pas-
sant les bactéries a plusieurs reprises dans un petit tube de yahyléne connecté a
une seringue par une aiguille (calibre 26B§]. Malheureusement, ce processus est tres
dommageable pour les bactéries lamenteuses que nous devotikser. Une forte pro-
portion des bactéries lamenteuses qui sont soumises a ce traitent sont endommagées
et meurent.

Deuxiemement, le rendement de l'attachement des microlali, c'est-a-dire la pro-
portion des bactéries qui ont au moins une microbille en rdian suite au protocole
d'attachement, est relativement faible. Selon nos proprexgériences et nos communi-
cations avec d'autres groupes de recherche, le rendement seesautour de 1 10 %.
Sur des bactéries lamenteuses, il n'a méme pas été possible tatdre un rendement
de 1 % puisque nous ne pouvions pas casser les laments correeeimll est néces-
saire pour nous d'obtenir un meilleur rendement puisque nouswbns travailler avec
des solutions de bactéries a faible concentration et sur unedtérie a la fois. Avec un
rendement trop faible, la majorité du temps dans le laborate serait passé a chercher
des bactéries.

Plusieurs expériences ont été tentées pour améliorer le remumt de I'attachement
des microbilles. L'augmentation de la concentration des miambilles ou des bactéries et
la variation du temps de I'étuvage des solutions n'ont pas pmis d'augmenter |'e cacité
de l'attachement. L'utilisation d'une pipette de verre pourasperger de billes une bacté-
rie coincée dans I'étranglement d'une micropipette n'a pason plus permis d'atteindre
un rendement acceptable, probablement parce que cette apphe ne permet pas né-
cessairement d'atteindre une concentration locale de billegaucoup plus élevée qu'en
solution. Des marquages avec des nanobilles d'or ou des naistaux semi-conducteurs
n‘ont pas encore donnés de résultats probants, principalented cause de leur faible
rendement. Nous travaillons encore a I'amélioration de nosgiocoles d'attachement de
microbilles (voir les suggestions d'améliorations au montagrésentés a la sectiob.2.2)
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Réduction de la tension appliquée

A n d'augmenter la durée de notre contrdle électrique sur le nteur agellaire avant

la rupture catastrophique de la membrane bactérienne, la dérence de potentiel trans-
membranaire appliquée lors de I'ablation laser et entre chag expérience a été gardée
a 50 mV. Toutefois, comme l'avaient observé Fung et Ber@Z, cette valeur s'est
avérée trop basse pour maintenir les UGCs en place. Méme si Wnplus bas sem-
blait e ectivement retarder la rupture de la membrane, la galité globale de la prise de
données n'était donc pas nécessairement améliorée. La valdarla tension appliquée
lors de l'ablation et entre les acquisitions a donc été xée a75 ou 100 mV, selon
I'expérience.

Augmentation de R, avec un silicone

Pour augmenter la qualité de l'isolation électrique et ainsilgmenter la valeur de la
résistance de fuiteR|, la pointe de la micropipette dans laquelle une bactérie étaoin-
cée a été immergée dans une bulle de silicorigefieral Electric Company RTV6126).
Une telle augmentation deR, et, par conséquent, deR; aurait réduit davantage I'im-
pact de la baisse dd&kt avant la rupture de la membrane (par électroporation). Ce#
idée provient de la these de C. GabeB§|.

Malheureusement, notre application de cette méthode ne s'esapavérée plus ef-
cace que celle de Gabel. Les principaux obstacles a l'utilisan de cette technique
étaient les manipulations additionnelles requises pour liser ce silicone dans notre
porte-échantillon et la di culté a immerger la pointe de la micropipette dans le silicone
sans endommager les laments de la bactérie. Cette technigd@augmentation de l'iso-
lation électrique pourrait étre viable si le rendement des &es aspects de I'expérience
était amélioré.

4.6.3 Logiciels

En raison de notre besoin de exibilité et de la nécessité de coned simultaneé-
ment l'acquisition des images et des mesures électriques, lesgpammes d'acquisition
et de traitement de données utilisés durant ma these ont été ddoppés dans notre
laboratoire.
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Acquisition de données

Le programme d'acquisition de données a été congu par AlexaadBastien en uti-
lisant le logiciel de programmation graphique LabviewNational Instruments). Le lo-
giciel d'acquisition est responsable de contrdler la tension dmuée au travers de la
membrane de la bactérie, de mesurer le courant circulant eaties deux électrodes de
I'ampli cateur et d'enregistrer des images avec la caméra iXo Toutes ces données
sont enregistrées directement sur un disque dur rapide (10000 RPMe qui permettait
I'enregistrement de vidéos a plus de 1000 images par secondes.

Traitement des données

Le principal signal de sortie du moteur agellaire est la vitesseadrotation du moteur.
L'extraction de cette vitesse de rotation des Ims enregistrégar la caméra a constitué
la base du traitement de données. Ce traitement des données & étectué avec divers
scripts et fonctions concus pour un logiciel de calculs nungues (The MathWorks
Matlab). En raison des mouvements latéraux des laments durares acquisitions, il
n'a pas éte possible d'automatiser toutes les parties de cettalalyse. Une bonne partie
de l'analyse a donc di étre complétée manuellement.

Les Ims ont été observés manuellement pour identi er les régns ou un lament en
rotation était présent. Les laments dont le mouvement latéal entrainait une superpo-
sition a d'autres laments ont, pour la plupart, été écartés @ I'analyse puisqu'il était
di cile de séparer adéquatement le signal provenant de plusiesi laments. Par la suite,
une région d'intérét (Region Of Interest ROI) a été sélectionnée pour chaque lament
dans chaque Im. Celle-ci contenait I'ensemble des pixels tgerégion ou le lament se
déplacait durant toute la durée du Im. Enn, le Im a été divisé en plusieurs blocs
de temps, avec un bloc pour chaque tension appliquée durantdéuisition. Ces blocs
ont été eux-mémes divisés en sous-blocs de temps représentantlda 5 secondes d'ac-
quisition. La durée des sous-blocs était ajustée en fonction deprécision temporelle
souhaitée.

Pour les premieres analyses, le spectre des uctuations templhes de signal de tous
les pixels dans la région d'intérét a été calculé, pour chaggous-bloc de temps, a l'aide
de l'algorithme de transformée de Fourier rapide (FFT). La FFT de chaque pixel a
été observée an de trouver le ou les pixels qui donnaient le itheur rapport signal
sur bruit. L'information sur la FFT de ce pixel a été sauvegardél'analyse manuelle

Lpour faciliter I'analyse, 4 pixels étaient parfois combinés binning) avant d'e ectuer la FFT.
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de la FFT des di érents pixels était nécessaire pour plusieuraisons. Premierement,
le lent déplacement latéral des laments produisait un pic aofrte intensité sur la FTT
entre 1 15 Hz. Il arrivait frequemment que le pic représentant la vitess#e rotation
des laments ait une amplitude plus faible que le pic de bruit basses fréquences ou
gue celui-ci se retrouve dans la queue du pic de bruit (si la vitee de rotation était
entre 10 et 30 Hz). La plupart des méthodes d'automatisation gwnt été essayées
n'arrivaient pas a extraire systématiquement le bon pic de \sse sans faux positifs ou
faux négatifs. Il a été jugé qu'étant donné le faible rendemtde la techniquein vitro,

il était plus simple de conserver l'intervention humaine dansette partie de l'analyse
gue de poursuivre l'automatisation.

L'extraction automatisée du pic d'intensité de la FFT a toutebis été possible pour
les laments dont la rotation était relativement rapide, dant le mouvement latéral était
faible et pour ceux qui ne se trouvaient pas prés d'autres laants ou prés d'une région
ou le bruit en uorescence était élevé. Dans ces situations, I&F de tous les pixels
de la ROI a été analysée an d'identi er ceux dont le rapport sigal sur bruit du
maximum d'intensité de leur FFT? était supérieur a 3 5, lesquelles ont été moyennées
et sauvegardeées.

Que le choix des FFT ait eté manuel ou automatise, la vitesse detaton des
laments a été obtenue en ajustant les paramétres d'une couglgaussienne au spectre
de la FFT. La gure 4.28 montre le résultat d'un tel lissage.

La section5.2.4donne quelques exemples d'améliorations possibles aux athones
d'analyse des données.

4.7 Reésultats

Une grande partie du travail e ectué pour ce projet de rechehe consistait a as-
sembler les di érentes composantes qui font parties du montagde mettre au point
les techniques nécessaires a son utilisation et de démontrerdasdbilité du projet. Les
résultats présentés dans les sections qui suivantes illustreatalidité de notre approche
et démontrent I'e cacité du systeme. En n, certaines des obsemtions inattendues et
intéressantes qui ont été permises par notre systenmevitro seront présentées.

2'¢limination du pic de bruit & basses fréquences était toujours nécessaire dans cette wétion.
Pour ce faire, seules les vitesses supérieures a 2@5 Hz étaient considérées pour I'ajustement de la
courbe gaussienne.
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Fig. 4.28 En gris , le spectre de la FFT d'un pixel ou passait un lament en rotation
En noir , le résultat du calcul de I'ajustement d'une courbe gaussiennerda FFT. Ici,

le centre de la courbe gaussienne estld2 6 Hz et I'écart-type de la courbe gaussienne
est dell; 2 Hz. Le pic a basse fréequenc®( 10 Hz) est également bien visible sur cet
exemple de FFT.

Les bactéries ont été observées en microscopie a uoresceneaias'étre choisie en
fonction de la qualité du marquage de leurs laments et de laigueur de leurs déplace-
ments. Par la suite, les bactéries identi ées ont été aspiréesaia une a l'intérieur de la
pointe de la micropipette en appliquant une pression négatiu I'aide d'une seringue.
Suite a l'ablation laser d'une partie de la membrane a l'intéeur de la micropipette,
la rotation des laments des bactéries s'arrétait immédiatment si aucune di érence de
tension n'était appliquée. En e et, pour toutes les expérieres de contrble de la di é-
rence de potentiel électrique transmembranaire, le liquidel'intérieur et a I'extérieur de
la micropipette était du milieu de motilité dont le pH était ajusté a une valeur de 70.
L'arrét de la rotation des laments con rme donc que la di érence de concentration
des ions de chaque coté de la membrane de la bactérie étaimétiée par la di usion
du milieu de motilité a l'intérieur de la bactérie. Une fois ceontréle sur les conditions
de la rotation des moteurs acquis, di érents types d'expénees ont été réalisées. Ces
expériences sont décrites dans les sections suivantes.
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4.7.1 Vitesse de rotation en fonction de la tension

L'application d'une di érence de potentiel électrique ente I'électrode dans la micro-
pipette et celle dans le bain a permis de rétablir la rotatiodes laments aprés l'ablation
laser. Cependant, comme pour Fung et Berg, si aucune tensiontaléappliquée lors de
la perméabilisation de la membrane de la bactérie, la perte slenités génératrices du
couple par les moteurs réduisait considérablement leur vitesde rotation. Pour cette
raison, une tension de 50 mV était appliquée au moment de l'ablation laser et la
tension appliquée n'était jamais réduite sous cette valeur.

Une fois le contrdle de la vitesse de rotation con rmé, la tensicappliquée, était
variée en fonction du temps. La gure4.29illustre un pro le typique de la tension
appliguée en fonction du temps. Ce type d'expérience avait pobut de caractériser la
relation entre la vitesse de rotation des moteurs agellairest la force proton-motrice
appliquée, permettant ainsi d'évaluer la performance de nat méthodein vitro.

Fig. 4.29 Exemple d'une courbe de tension appliquéé. en fonction du temps. Les
marches font 10 mV d'amplitude et ont une durée de 5 secondes.

Dans plusieurs cas, la relation entre la vitesse de rotation et th érence de tension
appliquéeV, était linéaire, comme le montre la gure4.3Q Pour cette expérience, la
tension appliquée a été variee de50 mV a 150 mV par pas de 10 mV ayant une
durée de 3 s. La vitesse de rotation a été mesurée pour des sous-tdecemps de 1 s.
La relation entre la vitesse de rotation el est linéaire et la régression s'extrapole trés
pres d'une vitesse de 0 Hz a 0 mV. Ces résultats con rment les obsdivas précédentes
de Fung et Berg B2 et de Gabelet al. [33] et démontrent que notre méthode de contrdle
du moteur agellaire est viable.
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Fig. 4.30 A gauche : Vitesse de rotation d'un lament en fonction du temps. La
tension appliqguéeV, est indiquée par les traits pleins. Un espace dans la courbe de
la tension appliquée indique qu'il n'a pas été possible de mesuta vitesse pour cet
intervalle de temps.A droite : Vitesse de rotation en fonction dev,. La ligne pleine
est une régression linéaire de tous les points sur le graphique.

La gure 4.31montre la résistance électrique total&kt en fonction du temps pour
I'acquisition illustrée a la gure 4.3Q La valeur deRt est trés pres de la valeur initiale
de Rt R 260 M et elle est demeurée constante ( 250 M) durant toute la
durée de I'expérience. La tension au motew,,, est donc demeurée égale \& durant
pendant tout ce temps.

Fig. 4.31 Résistance électrique totald&Ry en fonction du temps. Le trait gris repré-
sente la valeur mesurée et la ligne noire est une courbe lissée dedmnées. Les pics
gris sont des pics de courant capacitif dus au chargement deracropipette lors de
l'augmentation par pas de la tension.
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D'autres séries de données ont fourni des résultats ou la rédat linéaire entre la
vitesse de rotation et la force protonmotrice (fpm) était plugli cile a déceler, mais qui
sont trés intéressants. En e et, certaines expériences, telle geele qui est illustrée dans
la gure 4.32 pourraient étre expliquées en terme de la perte d'une cema quantité
d'unités génératrices du couples (UGCs) par le moteur. En e efpuisque la tension
initiale est faible ( 50 mV) il est possible que le moteur ait perdu une certaine quargit
d'UGCs entre le pasa 60 mV et celuia 70 mV. Les données ont été séparées en deux
parties en fonction de cette hypothése. Une régression linéaile la vitesse de rotation
en fonction deV, a été faite pour les deux intervalles a partir des vitesses detation
calculées pour des sous-blocs de temps de 1 s. Dans les deux caslakion est linéaire
et s'extrapole prés de l'origine, supportant I'hypothése d'um diminution du nombre
d'UGCs dans le moteur. La vitesse initiale (de 0 a 5 s) a50 mV est de 345 2;4 Hz
alors que la vitesse nale (de 30 a 35 s) a50 mV est de 135 2;5 Hz (dans les deux
cas, l'erreur est donnée comme étant I'écart-type sur les 4 messirdisponibles). On
peut donc conclure que le nombre d'UGCs a diminué d'un facte@ ou 3 durant cette
acquisition.

Fig. 4.32 A gauche : Vitesse de rotation d'un lament en fonction du temps. La
tension appliqguéeV, est indiquée par les traits pleins. Un espace dans la courbe de
la tension appliquée indique qu'il n'a pas été possible de mesufta vitesse pour cet
intervalle de temps.A droite : Vitesse de rotation en fonction de/.. Les lignes pleines
sont des régressions linéaires, la premiere (haut) représentéag 10 premieres secondes
de I'expérience, la seconde (bas) représentant les 25 secondasusies.

La gure 4.33montre la résistance électrique total&kt en fonction du temps pour
ces données ( guret.32. Encore ici, la valeur deRt est demeurée trés pres de sa valeur
initiale 250 M et la tension au moteur V,, est donc égale a/; et constante durant
toute la durée de I'expérience.

La gure 4.34illustre une série de données ou la relation entre la vitesse déatmn
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Fig. 4.33 Résistance électrique totald&Ry en fonction du temps. Le trait gris repré-

sente la valeur mesurée et la ligne noire est une courbe lissée dedmnées. Les pics
gris sont des pics de courant capacitif dus au chargement deracropipette lors de

l'augmentation par pas de la tension.

et la tension appliquéeV, est plus inattendue. Pour cette expérience, la relation senebl
linéaire mais ne s'extrapole pas a l'origine (0 Hz a 0 mV). L'angde en sous-sections
de données (non illustrée) n'a pas permis de diviser les donaéke maniere a obtenir
une relation linéaire extrapolant a I'origine. Notons que laésistance électrique totale
Rt pour cette acquisition est demeurée constante (300 M) durant toute la durée
de I'expérience. La valeur deRt avait diminuée légerement par rapport a sa valeur
initiale de 350 M. Cependant, une telle diminution de Rt n'entraine pas une dimi-
nution signi cative de V,, par rapport a V.. La perte d'une certaine quantité d'UGCs
demeure donc I'nypothése principale pour expliquer les dofes obtenues. Par contre,
dans ces situations, la proportion exacte des UGCs perdues a #étpossible a déter-
miner. Malheureusement, méme si plusieurs expériences conseées etaient e ectuées
sur chaque bactérie, le photoblachiment et la superposition slelaments durant leur
rotation faisaient en sorte qu'il n'était pas toujours possiblede suivre la rotation du
méme lament sur plusieurs Ims. Par conséquent, il n‘a pas été @sible de vérier
si, avec le temps, le nombre d'UGCs se stabilisait, ce qui aurait peis d'obtenir une
relation linéaire extrapolant a l'origine entre la vitesse deotation et V..

4.7.2 Fluctuations de la vitesse de rotation a tension constan te

Confrontés aux uctuations du nombre d'UGCs dans nos expérmnees, nous avons
réalisé des mesures de la vitesse de rotation des laments pertdgure la tension appli-
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Fig. 4.34 A gauche : Vitesse de rotation d'un lament en fonction du temps. La
tension appliquéeV, est indiquée par les traits pleinsA droite : Vitesse de rotation
en fonction deV.. La ligne pleine est une régression linéaire de tous les points &I
graphique.

Fig. 4.35 Résistance électrique totaldRt en fonction du temps. Le trait gris repré-
sente la valeur mesurée et la ligne noire est une courbe lissée dedmnées. Les pics
gris sont des pics de courant capacitif dus au chargement deracropipette lors de
l'augmentation par pas de la tension.

guéeV, était maintenue a une valeur constante. Pour ces expérienc®s, était gardée

a la méme valeur pour 60 s plutét que pour 3 5 s comme pour les expériences préce-
dentes. Le but de ces expériences était d'évaluer la possilélid'utiliser notre systeme

in vitro pour mesurer la dynamique de l'entrée et de la sortie des UGCs dasteurs
en fonction deV,. Des acquisitions ont été faites ave¥, allant de 50 a 150 mV.

La gure 4.36montre les vitesses de rotation de deux laments qui ont été meses
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simultanément sur une méme bactérie. On remarque une diminati graduelle de la
vitesse des deux laments. Le lament 1, en haut de la guret.36 passe d'une vitesse
de rotation au départde 50 Hz pourV, = 75 mV aune vitesse de rotation de 40 Hz
pour V. = 100 mV. Le lament 2, au bas de la gure4.36 a une vitesse de départ de
65 Hz (V. = 75 mV) et termine avec une vitesse de 40 Hz (V. = 100 mV). Il
est également possible d'observer des uctuations dans la vitesie rotation des deux
laments qui ne sont pas corrélées. Ces uctuations sont vraiséatablement attribuables
au départ ou a l'arrivée d'UGCs dans les moteurs. Cette expéniee illustre également
tres bien la capacité qu'a notre approche de mesurer la vitesse mtation de plusieurs
laments simultanément. Cet aspect pourra sans doute étre exqité dans le futur.

La baisse progressive de la vitesse de rotation des moteurs obsemént ces
expériences sont représentatives de toutes nos expériencesif 8@xceptions, lorsque le
moteur était sous notre contrdle, la vitesse de rotation des taents était plus lente
gue leur vitesse de rotation initiale. D'autres études avec tre systemein vitro seront
nécessaires a n de bien caractériser la relation entkg et le taux de remplacement des
UGCs dans le moteur agellaire.

La gure 4.37montre la résistance électrique total&kt en fonction du temps pour
I'acquisition illustrée dans la gure 4.36 La valeur de Ry diminue lIégérement avec le
temps. Elle passe d'une valeur initiale ddRt R 240 M et descend a Rt
210 M. La gure 4.38montre l'impact sur la tension au moteurV,, d'une telle chute
de Rt selon une simulation e ectuée a partir du modéle d'analyse de kg et Berg (voir
la section4.6.]). La baisse deV,, est d'environ 5 %. Une telle diminution est trop faible
pour expliquer a elle seule la baisse observée dans la vitesse datimt des moteurs,
ce qui renforce I'hypothése d'une perte d'UGCs.

4.7.3 Fluctuations rapides du nombre d'UGCs

Les expériences décrites plus haut ont également permidbkervation de uctuations

tres rapides dans la vitesse de rotation des laments. La vitesse tbtation des laments
uctue continuellement un peu en raison de variations dans l&ajectoire de la rotation
des laments et des uctuations intrinséques au mécanisme da fotation des moteurs.
Ceci produit un élargissement dans le spectre de la FFT (530 Hz typiquement).
Toutefois, nous avons aussi pu observer des uctuations de vitegsies importantes,
comme l'illustre la gure 4.39 Cette gure montre la FFT pour un intervalle de temps
de 3 secondes qui contient plusieurs maximum distincts entre 4080 Hz. Une analyse
de la vitesse de rotation du lament, en calculant la FFT pour de sous-blocs de temps
de Q1 s, est présentée dans la gurd.4Q La vitesse de rotation du lament semble
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osciller entre au moins trois niveaux distincts ( 40, 60 et 80 Hz) sur une échelle
de temps< 1 s. La résistance totaleRt pour cette expérience uctuait trés peu et
nous croyons donc que ces données montrent des uctuationsmbmbre d'UGCs a une
échelle de temps ( 0:1 s) jamais observée auparavant. Typiquement, on trouve dans
la littérature des constantes de dissociation/association poles UGCs de 30 s ff].

4.7.4 Rotation du moteur en changeant le pH interne

L'acces direct a l'intérieur des cellules fourni par notre sgémein vitro permet
egalement le contréle du gradient de pH transmembranaire. Eneetuant seulement
guelques expériences préliminaires, nous avons été capaldedémontrer que notre
montage permet de faire tourner les laments avec gradientedpH seulement. Pour ces
expériences, le milieu externe était du milieu de motilité agté a pH = 5;0 tandis que
le milieu a l'intérieur de la micropipette était du milieu demotilité ajusté a pH = 8;0.
Un tel gradient de pH crée une force proton-motrice d'environ 180 mV. Dans ces
circonstances, le gradient de pH imposé par notre systerrevitro a été en mesure
d'assurer la rotation des laments pendant plus de 30 minutes.&. gure 4.41 montre
une FFT illustrant la rotation d'un lament sous de telles condtions. Cet aspect de
notre montage pourrait étre exploité pour explorer le régimnon physiologique des trés
hautes fpm.
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Fig. 4.36 En haut : Vitesse de rotation du lament 1 en fonction du tempsEn
bas : Vitesse de rotation du lament 2 en fonction du temps. Dans les d& cas, la
tension appliqguéeV, est indiquée par les traits pleins. Un espace dans la courbe \de
indique qu'il n'a pas été possible de mesurer la vitesse pour ceteirvalle de temps.
Notons que la durée totale de cette expérience (180 s) est beayrplus grande que
celle des expériences precédentes.
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Fig. 4.37 Résistance électrique total®+ en fonction du temps. Le trait gris représente
la valeur mesurée et la ligne noire est une courbe lissée de cesndes. Les petites
discontinuités qui sont visibles a 60 s et 120 s sont causées par &k mineure du
courant durant les quelques secondes entre chaque acquisitio

Fig. 4.38 Simulation de V,, en fonction deRt pour R; = 50 M (trait plein) et
R; =100 M (trait pointillé). Ici, R; =240 M . La chute de la tension au moteui/n,

est donc trés faible pour une variation d80 M
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Fig. 4.39 En gris , le spectre de la FFT d'un pixel ou passait un lament en rotation
En noir , courbe lissée de la FFT. Au moins trois pics distincts sont visies entre40
et 80 Hz.

Fig. 4.40 Vitesse de rotation d'un lament en fonction du temps.
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Fig. 4.41 En gris , le spectre de la FFT d'un pixel ou passait un lament en rotation
grace a un gradient de pH pH ). En noir , le résultat du calcul de I'ajustement d'une
courbe gaussienne sur la FFT. Ici, le centre de la courbe gaussierast a88;4 Hz et
I'écart-type de la courbe gaussienne est @0 Hz. Le pic a basse fréquence est également
bien visible sur cet exemple de FFT.



Chapitre 5

Discussion et conclusion

Le développement d'un systemim vitro qui permet de contréler tous les facteurs qui
in uencent la rotation du moteur agellaire bactérien est unprojet ambitieux et com-
plexe. Comme tout projet de recherche, notre approche n'esap parfaite. Ce chapitre
analysera donc les points forts et les points faibles de notiechnique. Les limites de
notre systeme seront d'abord présentées dans la sectmd Par la suite, la section5.2
donnera plusieurs suggestions d'améliorations du montage gune fois mises en place,
permettraient d'augmenter grandement le rendement de narsystémein vitro. Puis,
la section 5.3 suggerera plusieurs expériences qu'il est possible d'e ectuerea notre
approche et qui permettraient d'approfondir nos connaissaes sur le fonctionnement
du moteur agellaire bactérien. En n, la section5.4 résumera les principaux accomplis-
sements de notre systemim vitro a ce jour.

5.1 Limites de notre méthode

Les principales limites de notre méthode de contréle du mate agellaire bactérien
sont actuellement le faible rendement, la technique d'image de la rotation utilisée et
la dégradation de la membrane cellulaire en fonction du terap

5.1.1 Faible rendement

La plupart des techniques utilisées auparavant par les augestudes sur le moteur
agellaire bactérien ont aussi un faible rendement, mais cetai est compensé par le fait
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gue des centaines de bactéries peuvent étre observées simeéltaent sur une lamelle de
microscope. Par conséquent, méme si le rendement d'une de cebrigues particulieres

est faible, il est toujours possible d'identi er quelques bactés sur lesquelles le protocole
expérimental a fonctionné et de travailler avec celles-ci.

Notre systémein vitro procure un grand contr6le des conditions de rotation des mo-
teurs d'une bactérie, mais il représente un dé technique ingstant. Malheureusement,
certaines des nombreuses étapes de notre protocole expéntaleréduisent grandement
le rendement de notre approche. Premierement, le fait de traller avec des bactéries
lamenteuses et d'e ectuer un marquage par uorescence desaments augmente gran-
dement le temps de préparation des bactéries (ajoute 7 8 h). Il est donc nécessaire
de débuter les cultures durant la nuit a partir de bactéries qopvenant d'une culture
a saturation plutét qu'a partir d'une culture exponentielle a laquelle on ajouterait la
céphalexine. Les bactéries lamenteuses résultantes ne soasgoujours en santé, pos-
siblement a cause d'un probléeme de constance dans la prépanatites cultures saturées.
Nous n'avons toutefois pas été en mesure de découvrir la causécige de ces variations
dans la qualité des cultures et dans la motilité des bactése

Deuxiemement, puisque les bactéries lamenteuses sont envird5 a 50 fois plus
longues que des bactéries en phase de croissance exponentieldensité de bactéries
de nos cultures est d'autant plus faible. De plus, les bactésiproduites avec I'utilisation
de la céphalexine n'ont pas toutes la méme longueur et il estportant de limiter la
durée de l'incubation dans la céphalexine pour éviter la lys#es bactéries. Par consé-
guent, méme en prenant des précautions, il est possible que la ofité de bactéries
su samment longues pour avoir des laments faciles a visualisea I'extérieur de la
micropipette soit parfois faible. Ceci augmente le temps néssaire pour trouver une
nouvelle bactérie entre chaque expérience.

Certaines des di cultés de rendement qui ont été rencontréesont reliées a I'utilisa-
tion des micropipettes. Premiérement, la production des migpipettes demandait entre
30 minutes et 2 heures par jour d'expérience. De plus, il arai régulierement qu'une
bonne partie des micropipettes produites, parfois plus de 30, ne réussissaient pas a
capturer correctement les bactéries parce qu'elles étdidrop petites ou trop grosses.
Méme lorsqu'une micropipette était parfaite pour une premre bactérie, il était parfois
impossible de la réutiliser pour une deuxieme bactérie parceajla premiere était trop
bien collée sur la micropipette, entrainant des pertes de tg® additionnelles.

En n, suite a I'ablation laser, la résistance électrique totald&Rt tombait parfois trés
rapidement a son minimum et ce, en raison de l'aspiration dans taicropipette ou de
I'a aissement sur elles-mémes de la bactérie suite a I'ablatioans ces cas, il était
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nécessaire d'abandonner immédiatement la bactérie et d'enecbher une nouvelle.

Fung et Berg, qui avaient eux aussi utilisé des micropipettes derre pour coincer
les bactéries, ont également fait face a des problemes de mént similaires.

Technique d'imagerie

Certains aspects de l'imagerie par uorescence des bactérad €également contri-
bués a réduire le rendement de notre technique de contrdle vitro. Premierement,
comme il a été mentionné a la sectiod.2.2 le marquage par uorescence rendait les
laments collants. Ceci avait pour principale conséquence deriser les laments des
bactéries qui nageaient le plus vigoureusement; les lamentollaient sur la lamelle
et le déplacement de la bactérie les cassait. L'ajout del0% (v/v) de polysorbate 20
a la solution de bactéries marquées réduisait grandement ceopléme sans toutefois
I'éliminer totalement. Il était donc nécessaire de changer gélierement la solution de
bactéries présente dans le bain pour éviter de se retrouver augne solution de bac-
téries n'ayant plus de laments. Ceci augmentait le temps en¢ chaque expérience et
réduisait d'autant notre rendement.

Le marquage simultané de tous les laments des bactéries étautant un avantage
gu'un désavantage. En e et, le marquage de tous les lamentsat souvent pratique
puisque plusieurs laments étaient souvent cassés suite a l'aspica d'une bactérie dans
I'étranglement. Cependant, il y avait régulierement trop @ laments en rotation qui se
superposaient. A ce moment, plusieurs minutes étaient déja esties dans I'expérience
sur cette bactérie et le protocole expérimental était donc pesuivi jusqu'a la destruction
complete de la membrane bactérienne (voir la secti@h6.1). Malheureusement, il était
parfois impossible d'extraire la vitesse de rotation individuke de ces laments durant
I'analyse.

En n, rappelons que l'acquisition d'images d'un lament en rdation résulte en une
analyse beaucoup plus dicile et plus longue que l'analyse de Iposition d'une mi-
crobille en rotation constante. Les mouvement latéraux et vécaux des laments sont
fréquents et parfois di ciles a suivre par rapport aux mouvenents des microbilles qui
se fond dans un diametre de moins de Im.
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5.1.2 Degradation de la membrane cellulaire

Tel que mentionné dans la sectiod.6.1, la dégradation de la membrane cellulaire
en fonction du temps entraine une baisse progressive de la tensappliquée au moteur.
Dans notre cas, cette petite diminution de la tension a eu un eteelativement faible.
Cependant, la perméabilisation catastrophique de la membrantelle qu'observée par
la chute de la résistance totald&Rt apres quelques minutes d'expérience, mettait n de
maniere prématurée a la prise de données. Comme nous le verrdass la section5.2,
dans l'avenir, l'utilisation de gradients d'ions pour contibuer en partie a la force proton-
motrice devrait diminuer I'impact de ce probléme.

5.2 Améliorations possibles du montage

Comme toujours, en recherche, certains aspects de notre mageggpourraient étre
améliorés. Cette section est un survol des principales amélibtoas a considérer pour
le futur. Ces améliorations visent principalement a augmeet le rendement et la poly-
valence de notre techniquén vitro.

5.2.1 Fabrication des micropipettes

Le processus de fabrication des micropipettes présente actesent une di culté
technique a cause de son faible rendement, cela consomme doraubeup de temps. A
I'hneure actuelle, la fabrication des micropipettes relévplus de I'art que de la science.
Les micropipettes utilisées pour les expériences traditioelles depatch-clampsont pro-
duites en une ou deux étapes tres reproductibles, ne demantbintervention de I'ex-
périmentateur que lors de la conception initiale du protode de fabrication. Puisque
notre méthode demande une forme particuliere pour la pointge la micropipette, le
jugement de l'artisan est utilisé pour évaluer la taille de la neropipette et arréter le
chau age des laments de la forge au bon moment. La forge estjééen voie d'étre
reconstruite en incluant une caméra et une analyse d'imagesigeront utilisées pour
mesurer la taille de la micropipette durant le processus de fargLe montage sera aussi
placé a la verticale pour éviter que la micropipette ne couebsous l'e et de la gravité
lorsqu'elle est chau ée.

La tireuse de tube capillaires verticale a également été retapée par une tireuse
horizontale de meilleure qualité. Ceci a pour but de réduira variabilité dans la taille
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des micropipettes. Cette variabilité est secondaire a l'utgation d'un bloc d'acier pour
arréter I'étirement sur la tireuse verticale.

L'e et de ces améliorations sera, nous I'espérons, un meilleureproductibilité dans
la taille des micropipettes produites. L'automatisation du pocessus permettra aussi
a tous les étudiants du groupe de recherche de fabriquer em&me des micropipettes
plutét que cette tache ne revienne a un seul expert.

5.2.2 Imagerie

Quelques modi cations pourraient étre apportées au montaget a notre approche
pour améeliorer la qualité des données qui sont enregistrées. mrérement, l'utilisation
d'une deuxiéme caméra qui possederait de plus petits pixelsrpettrait une analyse
plus ne de la distribution de l'intensité de la uorescence das une bactérie.

Deuxiemement, l'utilisation de la microscopie de uorescencear ré exion totale
interne (Total Internal Re ection Fluorescence Microscopy TIRFM) permettrait éga-
lement certaines autres expériences. Une telle technique et d'e ectuer des mesures
de uorescence avec beaucoup moins de bruit de fond.

Troisiemement, I'ajout de tubes photomultiplicateurs ou dephotodiodes a ava-
lanches permettrait de produire des données plus facilesr@ayser. En e et, en plagant
un tel appareil derriere un sténopé ou une fente situé dans leaplimage du micro-
scope, il est possible de suivre directement la variation d'inteité d'un point selon
I'axe X ou l'axe Y. La sensibilité d'un tel montage est impossible agéler avec une
cameéra conventionnelle.

En n, il serait trés intéressant de développer un protocole e cae de marquage des
laments ou des crochets d'une souche de bactéries avec desrohilles de polystyréne
ou d'or. Si une portion convenable des bactéries avaient auoms une microbille en
rotation (10 %), l'utilisation de cette technique d'observation de la fation aurait le
potentiel de faire augmenter grandement le rendement de mettechnique de contréle
in vitro .



Chapitre 5. Discussion et conclusion 106

5.2.3 Gradients d'ions

Il sera important d'implanter une méthode e cace et rapide dechanger le milieu
dans le bain et le milieu a l'intérieur de la micropipette. Cei permettrait de modi er
rapidement, au cours d'une expérience, les gradients d'mmappliqgués de chaque cb6té
de la membrane de la bactérie et compléterait le contrble tgrarel que nous avons sur
les conditions de rotation des moteurs agellaires. Il seradlors possible d'imposer une
plus grande partie de la di érence de potentiel a l'aide desradients ions plutét que
d'utiliser seulement une di érence de potentiel électrique.

Le changement du milieu dans le bain est une chose simple puisqeadcoup d'es-
pace est disponible pour installer des tubes de polyéthylénei gerait connectés a une
pompe a seringue. Le changement de milieu a l'intérieur de laiaropipette demande
un peu plus d'attention. En e et, il faut s'assurer que la diusion du milieu intra-
micropipette vers l'intérieur de la bactérie se fait rapidemnt, tout en ne déplacant pas
la membrane de la bactérie percée. Heureusement, plusieursces ont été publiés sur
ce sujet P2, 98|.

5.2.4 Algorithmes d'analyse

Plusieurs améliorations a nos algorithmes d'analyse de doneépourraient étre
faites. Premierement, en supposant que le rendement du montagejlisti e, il serait
intéressant d'automatiser l'identi cation des laments en rdation et la sélection des
ROI appropriées. Une meilleure sélection automatisée des pselu la vitesse de rota-
tion des laments est bien quanti able serait également un atot. En n, I'ajustement
de la courbe gaussienne au spectre de la FFT devrait égalemeneé&meélioré an de
bien automatiser I'exclusion du pic de bruit a faible fréquerec

5.3 Suggestions d'expériences

Le systémein vitro développé dans notre laboratoire permet le contrdle de tous
les facteurs qui a ectent la rotation du moteur agellaire,ce qui ouvre la porte a de
nombreuses expériences.

Le contréle du pH interne que notre technique permet est indépdant du pH ex-
terne. La relation entre la fpm et la vitesse de rotation du mot& ainsi que la relation
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entre le couple et la vitesse de rotation pourraient étre étuékes en fonction de/,,, du
pH interne et du pH externe. Ceci permettrait d'approfondirnos connaissances sur le
fonctionnement du moteur agellaire en contraignant les p@ameétres des modéles déve-
loppés par les théoriciens. Notre montage permettra égalemetobserver la rotation
des moteurs dans des conditions impossibles a obtenir physgitpiement. Notamment,
nous devrions étre en mesure d'appliquer un pH externe treeeé sans a ecter la bac-
térie (qui est déja morte) ou encore d'appliquer une fpm tréde¥€e ou trés faible en
combinant la di érence de pH, les gradients d'ions eV,,. Dans de telles conditions,
I'observation de pas dans la rotation du moteur agellaire . coli ou de la rotation
dans le sens inverse du moteur devrait étre possibk 87.

Dans le méme ordre d'idée, le contréle de la concentrationténne des protéines
qui a ectent la rotation du moteur, e.g la protéine CheY, est une des plus grande
force de notre techniquein vitro. En e et, comme nos expériences sur le dextrane
uorescent et sur le pH I'ont démontré, suite a I'ablation laseril est possible d'introduire
une concentration connue d'une protéine particuliére a Hitérieur d'une bactérie en
introduisant cette protéine dans le liquide a l'intérieur dda micropipette. Notre systeme
ouvre donc la porte, par exemple, a I'étude du changement d direction de rotation
du moteur en fonction de la concentration de CheY, du pkkme €t des diérentes
composantes de la fpm. Il serait donc possible de reproduire etmgieusser plus loin les
expériences sur la chimiotaxie faites par Cluzet al. [22).

Certaines bactéries étudiées récemment possédent deux tyd&sGCs. En e et, le
moteur de la bactérieShewanella oneidensi®R-1 possede des UGCs qui utilisent la
force sodium-motrice (fsm) et d'autres qui utilisent la fpm 9. Il semble que ces deux
types d'UGCs soient en mesure de faire tourner le moteur ageita. Le systemein
vitro présenté ici permettrait d'alterner en un gradient électrdimique de sodium et
un de protons en variant les concentrations d'ions de chaqaété de la membrane. La
dynamique des échanges d'UGCs en fonction de la fsm et de la fpansd les moteurs
de cette bactérie pourrait ainsi étre étudiée.

Sans utiliser le systémén vitro, plusieurs projets intéressants impliquent diverses ex-
pertises que notre laboratoire a di développer. |l serait, paxemple, possible d'utiliser
la microscopie TIRF a n d'observer la rotation des anneaux L ol avec un marquage
en uorescence utilisant des anticorps. Certaines expérierscatilisant I'ablation laser
pourraient également été tentées. Par exemple, il serait imgssant d'observer si des
laments qui ont été coupés ou cassés peuvent continuer a s'alyer. Ce projet, en
particulier, a été amorcé durant mon doctorat mais n'a pas pétre complété. Notre
montage est cependant idéal pour tenter de trouver des répoasece type de questions.
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5.4 Accomplissements

En dépit des importants obstacles expérimentaux rencontrés aours des recherches
qui ont mené a cette these, nous avons été en mesure de démortadaisabilité d'un
systemein vitro pour I'étude du moteur agellaire bactérien. Comme nous leerrons
dans les sections suivantes, nous avons atteint de maniére satidnte les deux princi-
paux objectifs de notre systeman vitro, c'est-a-dire l'acces physique et l'accés électrique
a l'intérieur des cellules bactériennes.

5.4.1 Perméabilisation de la membrane bactérienne

Nous avons d'abord montré qu'il est possible d'utiliser la techque de I'ablation
laser femtoseconde an de perméabiliser entierement toutess leouches de la mem-
brane cellulaire des bactéries Gram-négativés coli et salmonelle. Premiérement, des
expériences d'ablation avec des bactéries superposées surlamelle nous ont permis
de montrer qu'il est possible de limiter les dommages de l'ablah dans un rayon de

1 m lorsque la puissance du laser est prés du seuil de densité du ux é@@ique
(SDFE) pour l'ablation laser. Par la suite, nous avons pris desnages de microsco-
pie électronique a balayage a n de montrer que le diamétre slelommages causés par
I'ablation est nement contrélable en modi ant la puissance mgenne du faisceau laser
incident. Ces méme expériences ont con rmé que les dommagesivent étre localisés
dans une région aussi petite que 200300 nm de diamétre. En n, avec d'autres ex-
périences de uorescence, nous avons montré que suite a l'éibla laser, la membrane
des bactéries est susamment compromise pour permettre le passade l'iodure de
propidium et que cette perméabilisation dure plusieurs mines.

5.4.2 Developpement d'un systeme in vitro pour I'étude du
moteur agellaire

Nous avons développé un systéme de contrGte vitro du moteur agellaire bac-
térien. Pour ce faire, nous avons utilisé des micropipettes drerre, comme cela avait
déja éteé fait B9, 32, en combinaison avec l'ablation laser femtoseconde, une medtle
innovatrice qui permet de perméabiliser la membrane bactérine. Ces techniques ex-
périmentales nous ont permis d'atteindre nos deux objedifc'est-a-dire de contrbler la
source d'énergie du moteur et d'avoir un acces complet a I'éieur des bactéries.
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Acces physique a l'intérieur des bactéries

Nous avons montré qu'il est possible d'e ectuer I'ablation lased'une partie de la
membrane d'une bactérie lamenteuse coincée dans I'étraeghent d'une micropipette
de verre et ce malgré la présence de la micropipette. Nous avemgntré que la partie
de la membrane a ectée par le laser est en mesure de laisser di usand la bactérie
le liquide qui est présent a l'intérieur de la micropipette. En et, des expériences avec
des molécules uorescentes montrent que les trous créés parprocessus d'ablation
laser sont capables de permettre la di usion de molécules dellaimoyenne (au moins
10 kDa).

Avec cet acces physique a lintérieur des cellules, nous avarmitrélé directement
le pH interne des cellules (en plus du pH externe). Le gradiede pH ainsi créé est
en mesure d'assurer la rotation des moteurs agellaires des bé&res pendant plus de
30 minutes, sans la présence d'une di érence de potentiel éligie. Par le fait méme,
nous avons également contrélé directement le rapport de larncentration des autres
ions présents dans le liquide de chaque c6té de la membrane.cGetrdle simultané du
gradient de pH, du gradient des autres ions et de la concentra interne des protéines
qui a ectent la rotation du moteur ouvre la porte a de toutes muvelles possibilités
d'expériences qui n'étaient pas accessibles avec les étudeéx@dentes32].

Controle de la source d'énergie du moteur agellaire

L'ablation laser localisée des trois couches de la membranectésienne a permis
I'a aissement de la di érence de potentiel transmembranaire ( ). En e et, le milieu
dans le bain et dans la micropipette contenait la méme condeation d'ions et I'ablation
a permis la di usion du milieu a l'intérieur de la micropipette dans les bactéries. Ceci
a donc éliminé les gradients d'ions de chaque c6té de la memnie.

Par la suite, il a été possible d'appliquer directement une dignce de potentiel
électriqgue transmembranaire grace a un ampli cateur de typpatch-clamp Avec cette
di érence de tension, nous avons été en mesure d'assurer la radatdes moteurs a-
gellaires des bactéries pendant plusieurs minutes.
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Performances du systeme in vitro

Avec le contréle des conditions de rotation du moteur, il a étpossible d'observer
la relation linéaire entre la vitesse de rotation des moteurd & force proton-motrice
appliquée. Notre systeme permet également I'observation desctuations (rapides et
lentes) de la vitesse de rotation en fonction du temps que nougrdiuons aux variations
du nombre d'unités génératrices du couple présentes dans leteur. Notre montage
devrait étre le systéme idéal pour caractériser la dynamique dlentrée et de la sortie
des UGCs dans le moteur en fonction de la fpm.

Conclusion

Le développement d'une méthodm vitro pour le contréle des conditions de rotation
du moteur agellaire bactérien est un accomplissement signi ¢ qui ouvre la porte
a de nombreuses applications. L'utilisation de l'ablation lasefemtoseconde a permis
d'améliorer et de combiner certaines des techniques de ad@i¢ du moteur déja exis-
tantes. Il devient donc possible de contréler indépendammerg gradient de tous les
ions de chaque c6té de la membrane de la cellule, la di érende potentiel électrique
transmembranaire et la concentration interne des protéinegii a ectent la rotation des
moteurs.

L'énorme exibilité de notre technique a pour conséquence déduire son rendement.
Cependant, la qualité des données qui peuvent étre extratele notre systeme et les
nombreuses possibilités d'améliorations a faire au montage s@em mesure de mitiger
ce désavantage. La compréhension du remplacement des unitéségatrices du couple
dans les moteurs et les caractéristiques de la rotation danssdconditions qui ne sont
pas physiologiqguement possibles pourront, entre autres, perntne d'approfondir nos
connaissances du fonctionnement du moteur agellaire.

La compréhension des mécanismes de transmission de signaux &élfieur des bac-
téries et de la transformation de I'énergie potentielle en géacement mécanique par
les unités génératrices du couple permettra la compréhenside phénomeénes similaires
chez d'autre bactéries ou dans les cellules eucaryotes.
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Annexe A

Produits chimiques

Le tableau A.1 présente le fabriquant des produits chimiques courammentilisés
pour la préparation des bouillons de cultures, du milieu de ritité et des lamelles de

bactéries.

Nom

Fabriquant

Peptone trypsique
Extrait de levure

BD Biosciences 211705
EMD Chemicals 1.03753.0500

Agar BD Biosciences 214532
Acide lactique Alfa Aesar, A17268
Arabinose Alfa Aesar, A11921
Chlorure de sodium (NacCl) EMD Chemicals SX0420-1
EDTA Fischer Scienti c, E478-500

Diméthylsulfoxyde (DMSO)
Glutaraldéhyde

Hydroxide de sodium (NaOH)
Phosphate de potassium
Polysorbate 20

Poly-L-lysine

Alfa Aesar, 43409

Sigmag G7651

J.T. Baker, 3722-01

EMD Chemicals PX1565-1 et PX1570-1
Alfa Aesar, L15029

Sigma P8920 et P4707

Tab. A.1 Source des divers produits chimiques utilisés.



