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Titre du projet de stage : effet des ultrasons focalisés de faible puissance (UFFP) sur la modulation du transport 
membranaire. Application au système de pompe à efflux AcrA-AcrB-TolC impliqué dans la résistance aux antibiotiques chez 
Escherichia coli. 
 
CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET OBJECTIFS DU STAGE 
L’application des UFFP sur des milieux biologiques induit de nombreux effets thérapeutiques selon le type cellulaire et la 
structure des tissus : augmentation de la croissance cellulaire, réparation accélérée des fractures osseuses, réduction de la 
résistance aux antibiotiques ou encore thérapie anti-cancéreuse (1-3). Plusieurs travaux ont attribué aux UFFP la capacité de 
moduler de manière réversible l’activité cérébrale in vivo pour traiter des dysfonctionnements neurologiques comme 
l’épilepsie et les maladies de Parkinson et d’Alzheimer (4-6). Les mécanismes responsables des effets induits par les UFFP 
sont inconnus. Le sujet reposera sur une pompe d’efflux qui représente un des mécanismes bactériens de résistance aux 
antibiotiques (ATB). Le modèle choisi est le système AcrA-AcrB-TolC, de la bactérie E. coli. Au labo, le transporteur AcrB « 
moteur» a été purifié puis inséré dans des liposomes. Son fonctionnement a été suivi grâce au transport actif d’un de ses 
substrats antibiotique. Nous avons soumis ce système à des UFFP. Nos résultats montrent une modulation importante du 
transport de l'ATB par AcrB. Il s’agit pour ce stage d’en comprendre le mécanisme. Objectif 1: construire deux mutants de 
AcrB puis de purifier ces protéines mutées qui seront ensuite insérées dans des liposomes. Les protéoliposomes reconstitués 
in vitro permettront de faire les expériences de transport de l’ATB avec ou sans UFFP. Le mutant d’AcrB déficient dans la force 
protomotrice servira de contrôle négatif pour démontrer qu’il n’y a pas de formation de pores suite à l’exposition aux UFFP 
(8). Objectif 2: mettre en place un protocole qui permettra de suivre la fixation d’un de ces substrats fluorescent (F5M), par 
la mesure des variations de fluorescence. Pour cela nous construirons le mutant AcrBPhe615Cyst et la quantité de F5M fixée 
de manière irréversible sera estimée. Cette fixation sera confirmée par des expériences de compétition avec d’autres ATB 
(9). La comparaison de ces différentes combinaisons devrait permettre la mise en évidence d’une modification de la fixation 
des substrats sous UFFP, donc d’un changement de conformation d’AcrB. Ce serait la première démonstration expérimentale 
d’un tel mécanisme d’action des UFFP sur une protéine. Objectif 3 si le temps le permet, nous mettrons en évidence la 
modulation par UFFP de la pompe complète in vivo en utilisant un protocole déjà optimisé au LiB (10).  
L’étudiant(e) appliquera des techniques de microbiologie, biologie moléculaire, biochimie des protéines 
membranaires/lipides et de biomécanique par les ultrasons. Le sujet est susceptible de se poursuivre par une thèse après 
concours auprès de l'école doctorale dont relève notre laboratoire « ED393 ». La thèse sera co-dirigée par Nicolas Taulier 
(physicien DR2-CNRS et HDR) et ma personne (microbiologiste/biochimiste). Le projet de thèse portera également sur la 
modulation par UFFP du transporteur des ions chlorures, la protéine CFTR dont le dysfonctionnement est responsable de la 
mucoviscidose. 
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