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Préambule… 
La phagocytose est le processus biologique par lequel les macrophages internalisent de larges 

particules menant à leur destruction et élimination de l’organisme. Ce mécanisme est initié suite à la 

reconnaissance spécifique d’un large éventail de récepteurs extracellulaires présents à la surface des 

macrophages. Ce système de reconnaissance est inhérent à la défense immunitaire innée (Owen et 

al., 2013). Les macrophages ont aussi la particularité de capturer des antigènes par phagocytose et 

jouent un rôle important dans l’activation de l’immunité adaptative. Outre le rôle essentiel dans 

l’élimination des pathogènes, les macrophages utilisent leurs récepteurs pour éliminer les cellules 

apoptotiques ou sénescentes. La phagocytose constitue donc un processus fondamental essentiel au 

système immunitaire mais joue aussi un rôle clé dans le maintien de l’homéostasie cellulaire.  

Alors que la plupart des études menées reposent sur l’utilisation de particules de polymères rigides 

pour modéliser la phagocytose de micro-organismes pathogènes ou de cellules sénescentes ou 

cancéreuses, les situations concrètes sont sensiblement différentes. En effet, malgré le potentiel 

considérable de ces particules, qui vient de leur grande variabilité ainsi que leur facilité de 

manipulation, les résultats obtenus demeurent incomplets. Dans les faits, rien n’assure qu’un objet en 

« plastique » fonctionnalisé d’une manière non spécifique peut reproduire d’une manière rigoureuse 

et précise le comportement de la cellule immunitaire lors de la phagocytose de grands objets tels que 

les cellules apoptotiques. En effet, les membranes cellulaires sont composées d’une bicouche de 

phospholipides dense traversée par des structures moléculaires qui diffusent librement à la surface. 

Cette organisation est extrêmement complexe et ne peut être modélisée par des billes en plastique 

rigides. De ce fait, ces particules de polymère ne peuvent pas rendre compte correctement de la 

dynamique qui caractérise les membranes cellulaires.  

 

L’objectif de ce travail de doctorat est de synthétiser un matériau biomimétique qui constitue un 

nouveau système modèle pour l’étude de mécanismes biologiques. Il s’agit de gouttes d’émulsions 

fonctionnalisées avec des protéines spécifiques. Ces gouttes ont l’avantage d’être des particules 

liquides avec des surfaces totalement fluides où les ligands, dont la densité peut être contrôlée, sont 

libres de diffuser. Nous pensons que ces objets sont mieux adaptés pour la compréhension du 

processus de phagocytose. Nous avons cherché à comprendre plus précisément l’influence de la 

mobilité latérale des protéines d’intérêt sur le processus de phagocytose induite par les récepteurs 

FcγR. Une meilleure compréhension de ces mécanismes participant à la reconnaissance des 

pathogènes est nécessaire au développement futur de nouvelles stratégies thérapeutiques.  
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Ce mémoire comporte quatre parties, le premier chapitre présente les concepts nécessaires ainsi 

qu’une revue bibliographique des travaux existants où nous reviendrons sur les principaux résultats 

de phagocytose obtenus avec les particules de polymères. Ensuite, dans un deuxième chapitre nous 

présenterons les émulsions. Après quelques généralités nous introduirons dans un troisième chapitre 

le matériau que nous avons développé et les méthodes de caractérisation qui y sont associés.  

Enfin nous détaillerons l’utilisation de ces objets et les principaux résultats relatifs aux nouvelles 

propriétés obtenues des gouttes d’émulsions dans le dernier chapitre. 
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En guise d’introduction, nous rappellerons les concepts de base de biologie cellulaire qui vont être 

utilisés tout au long de cette étude. Plus particulièrement nous allons nous intéresser au système 

immunitaire et aux mécanismes de défense qui contribuent au maintien de l’intégrité de l’organisme.  

 

I. Système immunitaire  
L’immunologie consiste à étudier les mécanismes physiologiques qui permettent à l’homme de se 

défendre contre toutes sortes d’agents infectieux présents dans son environnement. 

Les mécanismes de l’immunité innée sont les premiers à se déclencher donnant une réponse rapide 

mais ne sont pas capables d’éliminer tous les pathogènes. En cas d’échec, le système immunitaire 

adaptatif, plus sévère et efficace dans l’élimination du pathogène, s’enclenche après avoir reconnu 

des antigènes spécifiques et permet de neutraliser l’infection (Janeway and Medzhitov, 2002).  

L’ensemble des réponses immunitaires innées et adaptatives confère à l’organisme un système de 

défense d’une excellente efficacité. Ce système repose sur différents types de cellules qui 

appartiennent principalement à la famille des leucocytes (globules blancs) et sont originaires de la 

moelle osseuse où elles se développent (Gordon and Taylor, 2005). Certaines d’entre elles vont 

migrer et circuler à travers le système sanguin pour rejoindre le système lymphatique alors que 

d’autres vont résider dans les tissus périphériques pour les protéger contre les pathogènes. Toutes ces 

cellules proviennent d’un précurseur pluripotent commun dans la moelle osseuse appelée cellule 

souche hématopoïétique (figure 1.1). À potentiel de différentiation plus limité, il apparait d’autres 

précurseurs dont le précurseur myéloïde qui est à l’origine des macrophages et des cellules 

dendritiques (Gordon and Taylor, 2005).  

Dans le cadre de cette introduction les macrophages qui sont des cellules effectrices de l’immunité 

innée ainsi que les récepteurs impliqués dans la mise en place de leurs fonctions destructrices seront 

décris. Un type particulier de phagocytose, celle induite par les récepteurs FcγR sera par la suite 

abordée. Enfin nous présenterons une revue bibliographique des études des paramètres qui régissent 

ce type de phagocytose.  



Chapitre	
  1	
  :	
  Généralités	
  sur	
  la	
  phagocytose	
  

	
   16 

 

Figure 1.1. Résumé des principaux sous-ensembles de cellules progénitrices primitives, cellules progénitrices 
lymphoïdes (lymphocytes T et B) et myéloïdes (macrophages et dendritiques). Image adaptée de (Bottero et 
al., 2006). 
 

I.1. Immunité innée et cellules phagocytaires 
Notre environnement est peuplé par des micro-organismes comme les virus et les bactéries qui 

peuvent entrer dans l’organisme et engendrer des pathologies. Lorsqu’un micro-organisme parvient à 

traverser les barrières de défense naturelles comme la peau ou les muqueuses, il établit un site 

d’infection qui perpétue sa transmission. Une réponse immune est requise pour contrer la diffusion 

du pathogène.  

Dans la plupart des cas, ces pathogènes sont éliminés par des cellules du système de l’immunité 

innée, dites effectrices, spécialisées dans l’ingestion et la destruction des micro-organismes, les 

phagocytes. Ces cellules phagocytaires appelées aussi « phagocytes professionnels » comprennent 

les neutrophiles présents dans le sang et les macrophages qui résident dans les tissus. Ces cellules 

portent à leurs surfaces des récepteurs qui leur permettent de distinguer les motifs du « non soi », qui 

sont des structures moléculaires exprimés à la surface des pathogènes, des motifs du « soi » (Adams 

and Hamilton, 1984). Le processus biologique par lequel les phagocytes peuvent ingérer et éliminer 

des micro-organismes est appelé phagocytose. L’internalisation s’effectue par l’intermédiaire de 

récepteurs et conduit à la formation d’un compartiment intracellulaire « le phagosome ». Le 

processus de phagocytose joue un rôle important dans la réponse immunitaire et représente la 

première ligne de défense de l’organisme contre les pathogènes.  

Le macrophage est la cellule phagocytaire par excellence. Ces cellules présentent une large gamme 

de récepteurs qui vont leur permettre de reconnaître les pathogènes et les éliminer. Dans cette 
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première partie du chapitre nous allons présenter ces cellules et décrire les principaux récepteurs 

impliqués dans l’activation du processus de phagocytose.  

  

I.2. Les Macrophages 
Les macrophages sont issus de la différenciation des monocytes qui quittent le flux sanguin et 

migrent vers les divers tissus sous forme de macrophages matures (Aderem and Underhill, 1999; 

Taylor et al., 2005). Ce sont des cellules phagocytaires qui ont une durée de vie très longue pouvant 

aller jusqu’à plusieurs mois (Murphy et al., 2008), contrairement aux neutrophiles qui sont présents 

dans les foyers d’infection et ne vivent que quelques jours (Pillay et al., 2010). 

Les macrophages jouent un rôle important dans le maintien de l’homéostasie cellulaire, l’élimination 

des cellules sénescentes et la réparation des tissus après l’inflammation (Adams and Hamilton, 1984; 

Gordon and Taylor, 2005; Pollard, 2009). Selon leur tissu de résidence, les macrophages se 

spécialisent et possèdent un phénotype différent. On distingue par exemple les ostéoclastes présents 

dans les tissus osseux, les macrophages alvéolaires dans les poumons, les cellules de Kupffer qu’on 

retrouve le long de certains vaisseaux sanguins du foie ou encore les microglies qui résident dans le 

cerveau et la moelle épinière (Pollard, 2009). Généralement les macrophages sont les premières 

cellules phagocytaires qui rencontrent les micro-organismes pathogènes dans les tissus, viennent 

ensuite les neutrophiles en renfort. Grâce à des récepteurs portés à leurs surfaces, les macrophages 

reconnaissent l’agent infectieux pour entrainer sa destruction par un processus actif : la phagocytose 

(cf. Figure 1.2). 

 

La capture des pathogènes nécessite des interactions moléculaires spécifiques entre les bactéries et la 

surface du macrophage et se fait de deux manières :  

• Sans opsonisation : Il s’agit là d’une interaction directe entre paroi microbienne et surface du 

macrophage. La reconnaissance se fait grâce aux récepteurs PRRs (Pattern Recognition 

Receptors) membranaires qui reconnaissent les PAMPs (Pathogen Associated Molecular 

Patterns). Exemple : les récepteurs de mannose (MR). 

• Avec opsonisation : dans ce cas, l’interaction nécessite une molécule intermédiaire appelée 

opsonine qui se fixe sur la bactérie et est reconnue par des récepteurs membranaires du 

macrophage (Owen et al., 2013). Les opsonines sont de deux types : les opsonines spécifiques 

qui désignent les anticorps et se lient à la cible en reconnaissant des antigènes spécifiques 

présents à sa surface, et les opsonines non spécifiques constituées d’une fraction de complément 
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(ex. le facteur C3b du complément) qui va directement se fixer sur des structures microbiennes 

(cf. Figure 1.2). 

 
Figure 1.2. La capture des pathogènes nécessite des interactions moléculaires spécifiques entre les bactéries et 
la surface du macrophage et se fait de deux manières. Soit par liaison directe des récepteurs aux motifs 
antigéniques microbiens, soit à l’aide d’opsonines à la surface microbienne. Image adaptée de (Underhill and 
Ozinsky, 2002).  
 
Le terme PRR a été introduit par l’immunologiste C.Janeway en 1989 et désigne les récepteurs de 

l’immunité innée qui reconnaissent des motifs antigéniques microbiens PAMPs absents des cellules 

du soi. Ces motifs incluent les mannanes de la paroi des levures, les lipopolysaccharides LPS des 

bactéries à Gram négatif, l’acide lipotéichoïque LTA de la membrane des bactéries à Gram positif et 

les peptides formylés des bactéries (Janeway and Medzhitov, 2002; Jr, 1992). Ils sont exprimés par 

toutes les cellules de l’immunité innée et peuvent être membranaires, cytoplasmiques ou secrétés 

suivant leur localisation.  

Les macrophages sont des cellules effectrices de l’immunité innée mais jouent aussi un rôle plus 

complexe en participant à l’activation et à la régulation de l’immunité adaptative. Comme les 

cellules dendritiques, ce sont des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) qui permettent 

l’instauration de l’immunité acquise ou adaptative (Miyata and van Eeden, 2011). Les macrophages 

contribuent donc à l’efficacité du système immunitaire.  

L’activation de ces cellules et la mise en place de leurs différentes fonctions se fait suite à la 

perception de signaux extracellulaires via un éventail de récepteurs. Nous allons maintenant nous 
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intéresser aux principales catégories de récepteurs qui sont impliqués dans le processus de 

phagocytose. 

 

I.3. Récepteurs de surface, mécanisme de reconnaissance 
La membrane plasmique d’un macrophage contient un grand nombre de protéines, glycoprotéines et 

glycolipides essentiels à leurs fonctions. Ces fonctions comprennent la différentiation, la croissance 

et la survie, l’adhésion, la migration, et bien d’autres fonctions effectrices et de régulation dont la 

phagocytose. Aujourd’hui plus de 30 récepteurs spécifiques sont répertoriés (Taylor et al., 2005), 

certains étant présentés dans la Table 1.1. Les descriptions complètes de l’implication de chaque 

récepteur dans la phagocytose ont fait l’objet de nombreuses études (Underhill and Ozinsky, 2002). 

 

Récepteurs Exemple Fonctions 

Récepteur scavenger SR-A/CD36 
Phagocytose de bactéries et 

de cellules apoptotiques, 
endocytose des LDL oxydés. 

Intégrines CR3 (CD18/11b) 

Phagocytose induite par le 
récepteur du complément 

(C3bi). 
Adhésion à l’endothélium. 

Superfamille Ig FcR (ITAM/ITIM) Liaison par des anticorps 
Internalisation et destruction 

Récepteurs de type 
« Toll Like» 

TLR2 
TLR4 

Activation de NF-κB et des 
MAP kinases. 

Réponse au LPS. 

Récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires 

CCR2 
C5aR 

EMR2 (EGF-TM7) 

Adhésion des cellules 
myéloïdes. 

Dégranulation, chemotaxie. 
Multiples domaines CLTDs 
(Lectines, C-type lectin-like 

domain) 
MR Phagocytose induite par le 

récepteur de mannose. 

Table 1.1. Présentation de certains récepteurs à la surface du macrophage impliqués dans la reconnaissance 
immunitaire (Underhill and Ozinsky, 2002). 
 
Plus précisément trois catégories de récepteurs membranaires extracellulaires ont été impliquées 

dans la capacité des macrophages à internaliser des particules portants des structures moléculaires de 

reconnaissance appropriées. On distingue (Aderem and Underhill, 1999):  

(a) les récepteurs aux opsonines souvent associés aux anticorps comme les récepteurs des régions Fc 

des immunoglobulines,  

(b) les récepteurs 3 du complément CR3, 

(c) les récepteurs de mannose/fucose/N-acetylglucosamine terminaux des glycoprotéines.  
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En plus de l’activation du processus de phagocytose, ces récepteurs peuvent également déclencher 

une variété de réponses comme la sécrétion des intermédiaires réactionnels de l’oxygène (ROI) ou 

encore la sécrétion des hydrolases qui sont des enzymes qu’on retrouve essentiellement dans les 

lysosomes (Adams and Hamilton, 1984). Nous allons décrire les principales classes de récepteurs 

phagocytaires et discuter leurs capacités à interagir avec leur environnement. 

I.3.1. Les récepteurs Fc!  et les immunoglobulines 

La plupart des connaissances des différentes voies de signalisation impliquées lors de la phagocytose 

viennent des études portant sur les récepteurs Fc!R (Ravetch, 1997; Ravetch and Bolland, 2001; 

Ravetch and Clynes, 1998). Ces récepteurs reconnaissent le fragment Fc, portion constante portée 

par la superfamille des immunoglobulines (IgG).  

 

Figure 1.3. Les récepteurs Fc! induisent la 
phagocytose via leurs domaines ITAM. Les 
motifs ITAM se trouvent dans les domaines 
intracellulaires et induisent le recrutement des 
kinases et l’activation des cascades de 
phosphorylation qui aboutissent à la 
polymérisation de l’actine et l’internalisation de 
la particule. Image adaptée de (Aderem and 
Underhill, 1999). 

Ces récepteurs Fc!R sont répertoriés en deux catégories : ceux qui possèdent des motifs ITAM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) et sont généralement impliqués dans l’activation 

des macrophages et la mise en œuvre des fonctions effectrices, et ceux qui inhibent ces mêmes 

fonctions et portent des motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif). Les motifs 

ITAM se trouvent dans les domaines intracellulaires et sont phosphorylés suite à la reconnaissance 

du ligand par le récepteur. Cette phosphorylation induit le recrutement des kinases et l’activation des 

cascades de phosphorylation ce qui permet la mise en place de multiples cascades de signalisation 

qui aboutissent à l’internalisation de la particule (cf. Figure 1.3). Le signal ne peut être transmis par 

le ligand seul. En revanche, les motifs ITIM recrutent les phosphatases qui inhibent les cascades de 

signalisation intracellulaire (Daëron, 1997; Ravetch, 1997; Ravetch and Bolland, 2001; Underhill 

and Ozinsky, 2002). 
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Dans le cas des macrophages, les récepteurs FcγR qui induisent la phagocytose font partie de la 

première classe de récepteurs d’activation (ceux qui possèdent les motifs ITAM) et comprennent les 

FcγR I, FcγR IIA, et FcγR III. Ces récepteurs sont présents à la surface de la plupart des cellules 

effectrices du système immunitaire.  

En général, les FcγR qui induisent la phagocytose et ceux qui l’inhibent sont exprimés à la surface de 

la même cellule. L’expression conjointe des récepteurs inhibiteurs et activateurs est un facteur 

important de la régulation de la réponse immunitaire. Les IgGs sont reconnus et liés aux deux types 

de récepteurs dont le taux d'expression déterminera la réponse cellulaire (Ravetch and Bolland, 

2001). Ainsi, ces récepteurs, exprimés à la surface des macrophages, vont reconnaitre les particules 

opsonisées par des immunoglobulines IgGs et déclencher l’internalisation par la polymérisation de 

l’actine et l’extension de la membrane cellulaire pour entourer la particule et la phagocyter (Aderem 

and Underhill, 1999).  

Ces immunoglobulines sont donc responsables de l’activation des macrophages à travers 

l’interaction avec les récepteurs FcγR. Nous allons par la suite nous intéresser à la structure de ces 

molécules.  

 

3.1.1 Immunoglobulines G (IgG) 

La superfamille des immunoglobulines (Ig) est constituée de glycoprotéines présentes à la surface 

des cellules qui jouent un rôle important dans la reconnaissance et la liaison aux antigènes ou 

l’adhésion des cellules (Owen et al., 2013). On distingue cinq types d'immunoglobulines ou 

anticorps : IgA, IgD, IgE, IgG et IgM synthétisées par les plasmocytes (différenciation des 

lymphocyte B). L’immunoglobuline « typique » et la plus abondante dans le sérum, est l’IgG. Toutes 

les immunoglobulines possèdent une structure de base sous forme de Y qui comporte quatre chaines 

polypeptidiques groupées en deux paires. Deux chaines légères L (Light) et deux chaines lourdes H 

(Heavy) qui sont reliées par des ponts disulfure (S-S). Les immunoglobulines les plus abondantes 

sont les IgGs qui représentent 75 à 80% du contenu en immunoglobulines du sérum humain. 

Ces anticorps ont une masse molaire d’environ 150 kDa (Edelman, 1969). Dans une molécule 

d'immunoglobuline donnée, les deux chaînes lourdes et deux chaînes légères sont identiques, ce qui 

donne une molécule d'anticorps comportant deux sites de liaison identiques aux antigènes, et donc la 

capacité à se lier simultanément à deux structures identiques (Janeway et al., 2001). Chaque chaîne 

est constituée de séquences d’environ 110 acides aminés environ. La chaîne légère est constituée de 

deux de ces domaines (220 acides aminés) tandis que la chaine lourde en possède quatre (440 acides 
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aminés). Chacune de ces deux chaines est constituée d’une région constante et d’une région 

variable :  

- la chaine légère possède : un domaine variable (VL)  

un domaine constant (CL) 

- la chaine lourde possède : un domaine variable (VH) 

un domaine constant (CH1, CH2, CH3)!

L’association des domaines VL, VH, CL et CH1 constitue le fragment Fab qui permet la fixation de 

l’antigène (Figure 1.4). Ces molécules sont donc bi-fonctionnelles et présentent d’une part deux sites 

de fixation à l’antigène identiques et d’autre part, une partie constante formée des deux chaînes 

lourdes associées (CH2, CH3) qui constituent le fragment Fc (Fragment cristallisable) reconnu 

comme étant le support des propriétés biologiques de l’immunoglobuline. L’action d’enzymes 

spécifiques permet d’isoler différents fragments dont le fragment cristallisable Fc qui permet à la 

molécule d’IgG de se fixer à un récepteur cellulaire approprié et à activer le complément.  

 

 

Figure 1.4. Structure d’une immunoglobuline IgG 
(anticorps). La molécule est constituée de deux 
chaînes légères identiques et de deux chaînes 
lourdes identiques reliées ensemble par des ponts 
disulfure. Les régions variables VH et VL 
représentent les sites de fixation à l’antigène. 
Adaptée de « Thermo Scientific Pierce Antibody 
Production and Purification Technical Handbook, 
version 2 ». 
 

Outre les récepteurs pour la partie constante des immunoglobulines, il existe aussi les récepteurs des 

protéines du complément.  

 

 

 

3.1.2 Constantes d’équilibre d’interactions associées aux IgGs 
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La formation d’une liaison ligand-récepteur est décrite par un mécanisme bi-moléculaire dont 

l’équation bilan s’écrit : 

𝐿  +   𝑅   ⇋ 𝐿𝑅  

La formation d’un lien L-R peut être homolytique, si le ligand et le récepteur sont de la même 

famille ou hétérolytique si le ligand et le récepteur sont complémentaires mais structurellement 

différents (cf. Figure	
  1.5). 

 

 

Figure 1.5. Représentation des différents types 
d’assemblages entre un ligand et un récepteur : (a) 
homophilique : le ligand et le récepteur sont identiques; 
(b) hétérophilique : le ligand et le récepteur sont 
différents mais complémentaires (Alberts et al., 2008). 

 

Les constantes cinétiques d’attachement kon et de détachement koff sont liées à la constante d’affinité 

de l’équilibre : 

𝐾! =   
𝑘!"
𝑘!""  

  
[𝑀!!. 𝑠!!]  
[𝑠!!]     (1)    

dont l’énergie libre associée peut varier de quelques fractions de kT à 35 kT pour le couple 

streptavidine-biotine (104 ≤ Ka ≤ 1015 M−1). En général, les énergies sont de l’ordre de la dizaine de 

kT. Les constantes cinétiques kon et koff dépendent non seulement des couples choisis et des 

conditions physico-chimiques, mais aussi des contraintes mécaniques appliquées aux molécules et 

aux degrés de liberté qui leur sont accessibles (Bongrand, 1999). 

Le kon d’un couple se décompose en un terme de diffusion des espèces et un terme de réaction. En 

solution, seule la composante diffusionnelle est limitante, ce qui explique la gamme étroite des 

valeurs mesurées pour des couples L/R différents (106 ≤ kon ≤ 109 M−1.s−1) (Voss, 1993). La gamme 

des koff mesurés est beaucoup plus étendue (10−6 ≤ koff ≤ 104 s−1), impliquant que le temps de vie 

toff = 1/koff d’une liaison L/R à force nulle puisse s’étendre de quelques millisecondes à plusieurs 

jours. 

I.3.2. Les récepteurs du complément 

Le système du complément regroupe environ une trentaine de protéines présentent dans le sérum et 

joue un rôle important dans l’immunité innée et adaptative. Ces protéines interagissent les unes avec 

les autres et sont activées par des cascades de coupures enzymatiques. L’activation des protéines du 

complément a plusieurs conséquences. Elle conduit à l’opsonisation, induit des réponses 

inflammatoires et permet d’éliminer des complexes immuns du sérum et des cellules apoptotiques. 
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Suite à l’activation du complément certaines protéines sont clivées en deux fragments comme par 

exemple la lyse de C3 qui conduit au C3b et C3a. Le C3b est le plus grand fragment et se fixe de 

façon covalente à la surface de la cellule et son devenir est multiple.  

 
Figure 1.6. Opsonisation de la bactérie par les fragments du complément activé et reconnaissance à travers les 
récepteurs CR3 et CR4 à la surface du macrophage induisant la phagocytose.  
 
Le fragment C3a est une petite molécule libérée en phase fluide et agit comme un signal qui induit 

une réaction inflammatoire (Owen et al., 2013). Les fragments du clivage du C3, les C3b ou C3bi, 

i.e. C3b inactivé, peuvent aussi opsoniser des bactéries en se fixant sur des molécules présentes à 

leurs surfaces, et induire leur phagocytose par des récepteurs CRs (CR1, CR3 et CR4) exprimés à la 

surface des macrophages (cf. Figure 1.6) (Adams and Hamilton, 1984).  

La phagocytose induite par les récepteurs du complément CRs nécessite une étape d’activation 

supplémentaire qui augmente le nombre de récepteurs à la surface cellulaire. En effet, les récepteurs 

CRs peuvent lier les particules opsonisées mais ne peuvent les internaliser en absence de facteurs 

stimulants supplémentaires. Ces protéines activatrices peuvent être des cytokines inflammatoires, des 

composants microbiens comme le LPS, ou de la fibronectine recouvrant les substrats (Pommier et 

al., 1983; Wright et al., 1983). D’autre part, tous les types de phagocytoses exigent la polymérisation 

de l’actine dans les sites de l’ingestion de la particule, cependant des résultats en microscopie 

électronique démontrent que l’ingestion des particules opsonisées par des IgGs diffère de celles 

opsonisées par des composants du complément. Alors que la phagocytose induite par les récepteurs 

Fc!R se produit par un mécanisme dit de « zippering » ou fermeture à glissière (Bianco et al., 1975; 

Swanson and Baer, 1995), les données en microscopie électronique montrent que la phagocytose 

induite par les récepteur du complément est un processus passif, plus lent, dans lequel les particules 

pénètrent à l’intérieur de la cellule sans extension de la membrane comme pour le modèle classique 

de « fermeture à glissière » (Allen, 1996; Kaplan, 1977). Le processus de phagocytose induit par les 
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récepteurs du complément se différencie donc morphologiquement de celle induite par les récepteurs 

FcγR.  

I.3.3. Les récepteurs de mannose 

Dans le cas de micro-organismes, on observe une phagocytose liée à l’intervention d’un récepteur 

spécifique d’un fragment présent en surface de ces pathogènes : le récepteur du mannose (MR). Ce 

récepteur, à la surface des macrophages, reconnait le mannose, le fucose et le N-acetylglucosamine 

terminaux des glycoprotéines de la catégorie des PAMPS présents à la surface des micro-organismes 

(Aderem and Underhill, 1999; Taylor et al., 2005). C’est une protéine transmembranaire dont 

l’extrémité C-terminale est cruciale dans l’activation des fonctions phagocytaires (Stahl and 

Ezekowitz, 1998). Cependant la fonction de ce récepteur reste incertaine ainsi que les signaux 

activés durant la phagocytose résultante de celui-ci, (Aderem and Underhill, 1999; Sung et al., 1983). 

Ainsi nous venons de voir les trois principaux récepteurs impliqués dans la phagocytose de 

pathogènes. Il serait tout aussi intéressant d’étudier l’exemple de la phagocytose de cellules 

apoptotiques qui est un processus particulier ainsi que les récepteurs qui y sont impliqués. C’est ce 

point que nous allons détailler maintenant.  

I.4. Elimination des cellules apoptotiques et homéostasie cellulaire 
L’élimination de la cellule en apoptose est un cas particulier de la phagocytose et participe au 

maintien de l’homéostasie cellulaire. Les objets à internaliser sont, dans ce cas précis, des cellules du 

soi et non pas des micro-organismes pathogènes. Une problématique se pose alors : Comment le 

macrophage peut-il distinguer les cellules viables des cellules apoptotiques ? Pour cela, au cours de 

l’apoptose, des modifications de la surface cellulaire ont lieux, ce qui constitue le fondement de la 

reconnaissance de la cellule apoptotique par le macrophage (cf. Figure 1.7). Les cellules mourantes 

vont réduire l’expression de signaux « don’t eat me » pour limiter leur reconnaissance et exposer des 

molécules de surface, les signaux « eat me » et induire leur reconnaissance par le macrophage 

(Brown and Neher, 2012). En plus des modifications de surface, la cellule mourante est capable de 

secréter des substances solubles qui agissent comme un signal d’attraction et assurent leur 

élimination par les macrophages (Lauber et al., 2003).  



Chapitre	
  1	
  :	
  Généralités	
  sur	
  la	
  phagocytose	
  

	
   26 

 
Figure 1.7. Représentation schématiqe de la phagocytose de cellules apoptotiques par la reconnaissance des 
signaux « eat me ». Image adaptée de (Lauber et al., 2004). 
 
Il a été démontré que les cellules qui exposent les protéines CD47, CD31 et CD200 arrivent à se 

protéger activement de l’élimination par phagocytose (Brown and Neher, 2012). Le CD47 qui sert de 

signal « don’t eat me » est exprimé à la surface de la plupart des cellules et bloque la phagocytose 

par l’activation du récepteur SIRPa présent à la surface du macrophage et qui l’identifie en tant que 

« soi » et n’est donc pas détruit.  

Les ligands impliqués dans la reconnaissance de la cellule, les signaux « eat me », les mieux 

caractérisés sont la phosphatidylsérine (PS), un phospholipide exposé sur le feuillet externe de la 

membrane cellulaire et qui est un signal efficacement reconnu par le macrophage (Ravichandran, 

2011). D’autres modifications concernent les chaînes oligosaccharidiques exposées à la surface 

cellulaire qui sont altérées et résultent de la glycosylation incomplète des protéines de surface. Des 

modifications de la charge de surface participent aussi à la reconnaissance de la cellule apoptotique 

(Aderem and Underhill, 1999). Les lipides membranaires subissent aussi des changements. 

L’oxydation des lipoprotéines basse densité OxLDL (oxidized low density lipoprotein) a notamment 

été décrite et leur présence est considérée comme essentielle pour la reconnaissance et la 

phagocytose (Greenberg et al., 2006).  

Des études récentes montrent qu’il existe des récepteurs à la surface du macrophage qui sont 

directement impliqués dans ce processus (Olsson and Oldenborg, 2008; Ravichandran, 2011). On 

peut citer les récepteurs scavengers de classe A et de classe B, les CD36 ainsi que le CD14 
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(Ravichandran, 2011). Tous reconnaissent les motifs oxydés exposés en surface des cellules 

apoptotiques. Le CD36, par exemple, a été identifié comme étant l’un des récepteurs de la 

phosphatidylsérine (PS) ainsi que des LDL oxydés (oxLDL) (Greenberg et al., 2006). Le CD14 

principalement connu pour être le récepteur des lipopolysaccharide (LPS) a été mis en évidence pour 

son rôle dans l’élimination des cellules apoptotiques (Devitt et al., 2003). Ce récepteur a la capacité 

de reconnaître les motifs ICAM-3 (Intracellular Adhesion Molecule – 3) présents à la surface des 

cellules mourantes et considéré comme un signal « eat me ». Ce récepteur a aussi la capacité 

d’interagir avec les phospholipides mais ne reconnaît pas spécifiquement les résidus 

phosphatidylsérine (Devitt et al., 2003).  

 

Ainsi, les macrophages jouent un rôle important, outre l’élimination des pathogènes exogènes, dans 

l’élimination des cellules apoptotiques. Ce processus résulte d’un mécanisme complexe mettant en 

jeu des cascades de signaux qui diffèrent en fonction de la nature de l’objet à phagocyter. 
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II. Mécanismes de la phagocytose  
Le concept fondamental du mécanisme de phagocytose par l’activation des macrophages date de la 

fin du dix neuvième siècle lorsqu’Elie Metchnikoff parvient à définir l’existence de phagocytes 

mononucléaires et leur capacité à tuer les micro-organismes par le processus de phagocytose. Cette 

découverte lui a valu le prix Nobel de médecine en 1908. Depuis, les recherches scientifiques sur 

l’étude des mécanismes de défense contre les infections ne cessent d’être publiées (Tan and Dee, 

2009; Tauber and Chernyak, 1989), (cf. Figure 1.8).  

 
Figure 1.8. Représentation schématique du processus de phagocytose. Après reconnaissance de la particule, il 
y a ingestion et création du phagosome, qui mature en phagolysosome pour la dégradation par des enzymes et 
des espèces radicalaires (Robbins et al., 2012). 

 

Le processus de phagocytose tel que définit aujourd’hui est caractérisé par trois étapes principales ; 

(a) la phase d’adhésion qui s’effectue grâce à des récepteurs des micro-organismes étrangers ou de 

cellules sénescentes présents à la surface du macrophage, ou par l’intermédiaire des récepteurs aux 

opsonines, (b) la phase d’internalisation ou ingestion qui aboutit à la formation du phagosome et 

enfin (c) la phase de dégradation par divers enzymes qui s’accumulent dans le phagosome suite à sa 

fusion avec les lysosomes. C’est la reconnaissance de la particule qui permet d’enclencher la cascade 

de signaux qui aboutissent à la polymérisation de l’actine, la production de divers produits toxiques 

et la synthèse de cytokines et de chémokines anti-inflammatoires.  

Tous les récepteurs de phagocytose activent la polymérisation de l’actine qui sert de moteur à 

l’extension de la membrane (Swanson, 2008). En quelques secondes, après la reconnaissance par les 

récepteurs, il y a formation de filaments d’actine qui se dépolymérise très rapidement pour donner 
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naissance au phagosome libre d’entreprendre son processus de maturation (Diakonova, 2002; 

Swanson et al., 1999).  

Dans le cas de la phagocytose induite par les récepteurs FcγR la réorganisation du cytosquelette 

d’actine est contrôlée par deux protéines G de la famille de Rho (Rho family), Rac1 et Cdc42 qui 

sont responsables de la formation des pseudopodes. L’inhibition de l’une des deux protéines bloque 

la polymérisation de l’actine et l’internalisation de la particule opsonisée par le macrophage (Caron, 

1998; Castellano et al., 2000).  

Nous allons présenter dans la suite du paragraphe les mécanismes moléculaires qui surviennent à la 

suite de la reconnaissance de la particule. Nous nous intéressons en premier lieu, aux mécanismes 

d’entrée des pathogènes. 

 

II.1. Mécanisme d’entrée des particules à internaliser 
Deux mécanismes ont été établis pour la phagocytose de particules. Un mécanisme dit de fermeture à 

glissière : le Zipper et le mécanisme dit d’entrée déclenchée : le Trigger.  

 

II.1.1. Le mécanisme Zipper  

Le premier mécanisme a été proposé par Bianco et al. et est devenu le modèle de base de 

phagocytose de pathogènes. Ces études ont ainsi démontré que la phagocytose de particules 

opsonisées par des macrophages de souris est contrôlée localement par le contact direct avec le 

macrophage (Bianco et al., 1975; Swanson and Baer, 1995). Par ailleurs, ils ont démontré que 

l’internalisation de la particule n’était pas automatiquement initiée par la reconnaissance de la 

particule. En effet, celle-ci nécessite le recrutement séquentiel des récepteurs de la surface du 

macrophage qui interagissent avec les ligands présents à la surface des bactéries. Il en résulte donc la 

formation d’un pseudopode étroitement accolé à la surface de la particule. La membrane ne peut 

s’étendre que dans la mesure où les récepteurs peuvent lier des ligands encore présents en surface de 

la particule (cf. Figure 1.9).  

Griffin et al. ont aussi étudié l'importance des interactions des récepteurs de surface avec la totalité 

de la surface de la particule à internaliser en utilisant des lymphocytes opsonisés en tant que modèles 

pour cette étude. Ils ont ainsi préparé d’une part, des lymphocytes entièrement opsonisés par des 

IgGs et qui ont été efficacement phagocytés et d’autre part, des lymphocytes partiellement opsonisés 

(sur une hémisphère). Contrairement aux premiers, ces lymphocytes n’ont pas été complètement 

internalisés (Griffin et al., 1976).  
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Figure 1.9. Représentation schématique du mécanisme de phagocytose selon le modèle dit de « Zipper ». (A) 
Déploiement progressif de la membrane autour de la particule à internaliser. (B) Recrutement de récepteurs 
interconnectés avec les ligands présents à la surface de la particule à internaliser. Image adaptée de (Swanson, 
2008).  
 
Ainsi le modèle de fermeture à glissière suggère que la phagocytose est contrôlée localement par 

l’interaction séquentielle des récepteurs avec leurs ligands. Cette interconnexion guide au fur et à 

mesure le déploiement de la membrane plasmique autour de la particule et la formation du 

phagosome. Cependant, come on va le décrire ci-dessous, certains types de phagocytose 

correspondent à un autre modèle dit de « déclenchement ».  

II.1.2. Le mécanisme Trigger  

Le mécanisme « Trigger », appelé aussi mécanisme d’entrée déclenchée, donne une réponse de type 

« all or none » (tout ou rien) différente de celle décrite précédemment. En effet, certaines bactéries 

sont capables de sécréter des substances bactériennes « des effecteurs » qui vont cibler et activer 

directement des protéines cellulaires. Ces protéines vont déclencher, au site d’entrée de la bactérie, 

une intense polymérisation de l’actine (cf. Figure 1.10). Cette réorganisation du cytosquelette 

d’actine conduit à la formation de grandes extensions membranaires, « membrane ruffles » (Cossart 

and Sansonetti, 2004). Ce type de mécanisme est associé aux bactéries Yersinia, Shigella et 

Salmonella.  

Alors que le mécanisme Zipper requiert initialement l’interaction entre les récepteurs de surface 

cellulaire et les ligands présents à la surface de la particule cible, le mécanisme Trigger est déclenché 

par l’injection d’effecteurs dans la cellule.  

Ainsi nous venons de voir les deux types de mécanismes qui modélisent l’entrée des particules 

cibles. Une fois les cibles reconnues, une cascade de signaux se déclenche et aboutit à la 
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polymérisation de l’actine. Nous allons nous intéresser maintenant au rôle de l’actine dans le 

processus de phagocytose.  

 
Figure 1.10. Mécanisme de phagocytose selon le modèle « Trigger ». (a) Image en microscopie électronique 
à balayage du réarrangement de la surface cellulaire induite par la bactérie Salmonella, échelle : 2"m 
(Rosselin et al., 2011). (b) Représentation des cascades de signalisation produites lors de l'invasion de 
Shigella (Veiga and Cossart, 2006).  
 

II.2. Rôle de la réorganisation du cytosquelette d’actine dans la phagocytose 

On attribue plusieurs fonctions spécifiques à l’actine dans de nombreux processus biologiques tels 

que la migration cellulaire, la cytodiérèse, le maintien de l’intégrité tissulaire ou encore dans 

l’adhésion cellulaire. Le rôle de l’actine dans le processus phagocytaire a été mis en évidence en 

1977 par l’effet inhibiteur de la cytochalasine B, une drogue qui bloque la polymérisation de l’actine, 

dans la phagocytose d’érythrocytes opsonisés par des IgGs (Kaplan, 1977).  

 
Figure 1.11. Dynamique de la polymérisation de l’actine. Adaptée de (Nürnberg et al., 2011). 
 
Constituant essentiel du cytosquelette, l’actine sous forme de monomères associés à l’ATP est 

appelée actine G (Globulaire) et sous forme de filaments associés à l’ADP après hydrolyse de l’ATP 
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est appelée actine F (fibrillaire, polymère). Elle a une masse moléculaire de 42,5 kD et compte 375 

acides aminés (cf. Figure 1.11).  

L’assemblage de l’actine se fait tout d’abord par une première étape qui consiste en l’activation du 

monomère par l’intermédiaire de l’ATP et en présence de sels divalents. Ensuite vient une étape plus 

lente qui correspond à la nucléation du monomère et dépend de la concentration en actine G qui 

s’assemble en filaments. Enfin la dernière étape, qui est la plus rapide, consiste en l’élongation du 

filament par association de monomères d’actine aux deux extrémités du filament en cours de 

formation. Le filament d’actine (actine F) présente une structure polarisée avec une extrémité 

positive (barbue, +) et une négative (pointue, –). La croissance est plus rapide à l’extrémité positive, 

tandis qu’à l’extrémité négative l’équilibre est déplacé vers la dépolymérisation. Si le monomère 

central est fixe, l’ensemble de la chaîne semble se déplacer. Cette propriété est à l’origine du modèle 

de tapis roulant « treadmilling » (Nürnberg et al., 2011). Ce modèle permet à certaines cellules de se 

déplacer via les lamellipodes à travers la réalisation d’un moteur moléculaire.  

La polymérisation de l’actine est régulée par plusieurs protéines comme le complexe Arp2/3 appelé 

aussi complexe de nucléation (Machesky and Gould, 1999) ou encore la profiline. L’activation du 

complexe Arp2/3 est nécessaire dans la phagocytose de particules induite par les deux récepteurs 

Fc!R et CR3 (May et al., 2000).  

Plusieurs protéines impliquées dans cette activation ont été identifiées, on peut par exemple citer par 

exemple les membres de la famille WASP qui se lient directement au complexe et servent 

d’intermédiaire entre les voies de signalisation et l’initiation de la polymérisation (Figure 1.12).  

 

 
Figure 1.12. Modèles de signalisation pendant la phagocytose induite par les récepteurs Fc!R et les récepteurs 
du complément CR3. Image inspirée de (Cougoule, Wiedemann, Lim, & Caron, 2004). 
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La régulation de ces mêmes protéines dépend de l’activation de GTPases de la famille Rho. Elles 

sont soit sous forme active liées au GTP ou inactives liées au GDP. Ces GTPases comptent plus 

d’une dizaine de membres dont principalement les petites GTPases comme les Cdc42 et Rac qui sont 

impliquées dans la phagocytose induite par les récepteurs Fc!R et RhoA le facteur impliqué dans la 

phagocytose induite par les récepteurs du complément, (Caron, 1998; Cougoule et al., 2004). 

L’actine joue donc un rôle prépondérant dans le processus de phagocytose en lien avec les protéines 

de régulation de la polymérisation. Une fois que le « cup » d’actine est formé, une question se pose : 

quel est le devenir de la particule phagocytée une fois à l’intérieur du macrophage ?  

II.3. Maturation du phagosome 

Par une dépolymérisation rapide du cytosquelette d’actine, le phagosome va entreprendre sa 

migration à l’intérieur de la cellule. Une fois à l’intérieure du macrophage, il va fusionner avec les 

compartiments endosomaux ainsi qu’avec des organites intracellulaires spécialisées, les lysosomes 

qui contiennent des enzymes de dégradation et des composés oxygénés et azotés toxiques très 

réactifs pour former le phagolysosome (Aderem and Underhill, 1999) nécessaire à la dégradation de 

la particule ingérée (Figure 1.13).  

 
Figure 1.13. La membrane du phagosome contient des protéines provenant du réticulum endoplasmique, des 
endosomes et des lysosomes avec lesquels le phagosome fusionne. Image adaptée de (Russell et al., 2009). 

Le temps nécessaire à la fusion du phagosome avec les lysosomes dépend de la nature de la particule 

à internaliser. Dans les cas de la phagocytose induite par les Fc!R ce temps est de l’ordre d’une 

trentaine de minutes, et peut atteindre des heures pour les particules contenant du latex (Aderem and 
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Underhill, 1999; Desjardins and Huber, 1994). La fusion du phagosome avec le lysosome semble 

aussi être influencée par la présence d’ion calcium mais le rôle exacte de ces ions reste incertain 

(Stockinger and Zhang, 2006). 

À ce stade, le phagolysosome est encore incapable de dégrader la particule internalisée. Des enzymes 

de dégradation et des substances microbicides sont délivrées à l’intérieur de la vacuole pour dégrader 

et éliminer la particule internalisée. Par exemple, la NADPH oxydase est un complexe enzymatique 

qui produit des dérivés toxiques de l’O2. L’activation du métabolisme oxydatif est effectuée par les 

récepteurs FcγR et génère des formes réactives de l’oxygène (Intermédiaires réactifs de l’oxygène, 

ROS, ROI) qui sont des ions superoxydes très toxiques (Gresham and McGarr, 1988). 

L’action combinée des enzymes de dégradation et du milieu hautement acide du phagosome dont le 

pH diminue jusqu’à 4,5 est extrêmement efficace pour détruire la majorité des cibles internalisées. 

Le pH du phagosome se rétablit une fois que la particule est dégradée et éliminée (Downey et al., 

1999; Russell et al., 2009). Une partie de la cible dégradée, les récepteurs ou les protéines 

internalisées, sera évacuée dans le milieu extracellulaire en tant que déchets inertes (Desjardins, 

1995; Desjardins and Huber, 1994; Downey et al., 1999; Russell et al., 2009), l’autre partie sera 

redirigée à travers le phagolysosome par le système de recyclage (les endosomes de recyclage) vers 

la membrane plasmique pour la présentation antigénique.  

Il semblerait donc que le macrophage est aussi capable de participer à l’immunité adaptative. Une 

question se pose alors, quel est le rôle du macrophage dans la présentation antigénique ?  

 

II.4. La phagocytose et la présentation antigénique  
Les macrophages ont aussi la particularité de capturer des antigènes par phagocytose. Ils font partie 

des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et jouent un rôle important dans l’établissement d’un 

lien avec l’immunité adaptative en activant les cellules T auxiliaires donnant une réponse 

immunitaire spécifique.  

En effet, le macrophage exprime lui aussi les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 

(CMH) à sa surface cellulaire appelées molécules du CMH de classe I et II (cf. Figure 1.14). 

Les antigènes générés à l’intérieur de la cellule (présents dans le cytosol) et dits endogènes sont 

présentés à la membrane cellulaire par les molécules du CMH I qui sont exprimées à la surface des 

toutes les cellules nucléées de l’organisme. En revanche, les molécules du CMH II, principalement 

exprimées à la surface des cellules présentatrices d’antigènes, sont spécialisées dans la fixation 

d’antigènes exogènes internalisés depuis le milieu extracellulaire par phagocytose. Cependant, il 

semblerait que des antigènes exogènes peuvent être présentés avec des molécules du CMH de classe 
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II (Owen et al., 2013). Le CMH de classe II est spécifique aux cellules présentatrices d’antigènes. 

Une fois internalisées, les protéines provenant du pathogène sont digérées. Les antigènes ainsi 

générés sont fragmentés dans des compartiments intracellulaires, plus particulièrement dans le 

phagosome par diverses enzymes lysosomales.  

Les peptides antigéniques qui en sont issus sont présentés aux molécules du CMH II à la surface 

cellulaire. Le complexe CMH II-peptide va induire la reconnaissance spécifique des récepteurs TCR 

des lymphocytes T (Du Pasquier, 2004). 

 
Figure 1.14. Phagocytose de la bactérie responsable de la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) dont les 
mécanismes précis sont encore peu connus. Tout comme les cellules dendritiques les macrophages sont des 
cellules présentatrices d’antigènes (CPA) (Kaufmann, 2001). 
 

Nous venons de revoir les principales molécules impliquées dans la réponse phagocytaire et les 

différentes étapes de signalisation qui aboutissent à l’internalisation de la particule cible. Ces 

principes communs à plusieurs études nous permettent de mieux comprendre ce processus. 

Cependant, vu la complexité du mécanisme impliqué, aucun modèle unique ne peut rendre compte 

de la diversité des structures et des résultats de l’ingestion des particules.  

Dans la suite de ce chapitre, nous allons revoir les différents modèles qui existent pour l’étude de la 

phagocytose ainsi que les résultats associés.  
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III. Historique des études du mécanisme de la phagocytose 
La phagocytose est un processus biologique complexe induit par un certain nombre de mécanismes 

variables selon la nature du récepteur impliqué dans la signalisation. Malgré les nombreux travaux de 

recherche qui ont été menés pour la compréhension des paramètres qui gouvernent ce mécanisme, de 

grandes lacunes subsistent dans la détermination de la façon dont le processus est initié, en 

particulier comment le macrophage reconnaît une cible spécifique et ses caractéristiques physico-

chimiques pour son internalisation.  

III.1. Particules modèles utilisées dans les études de phagocytose in-vitro  
Les études de phagocytose in-vitro sont souvent réalisées avec des particules modèles qui peuvent 

être biologiques ou synthétiques, l’idée étant d’avoir des objets reproductibles, tant en terme de taille 

qu’en terme de propriétés physico-chimiques ou de fonctionnalisation. Les particules biologiques 

peuvent être des bactéries (S. Aureus, E. Coli) ou des levures (S. cerevisiae) inactivées 

thermiquement et des érythrocytes éventuellement opsonisés.  

 
Figure 1.15. Images en microscopie électronique à balayage de particules de différentes tailles utilisées pour 
l'étude. (a-c) Sphères de 0,5 µm, 1 µm et 3 µm respectivement (Doshi and Mitragotri, 2010). Barre d’échelle 5 
µm. 
 
Les particules synthétiques peuvent être préparées à partir de polymères naturels comme le zymosan, 

polysaccharide extrait de la paroi cellulaire de levures qui a la capacité de se lier à certains récepteurs 

Toll-like (TLR2 et TLR6) (Owen et al., 2013; Sung et al., 1983), ou comme la cellulose qui peut être 

aisément modifiée chimiquement (Tabata and Ikada, 1988). Les particules peuvent aussi être 

fabriquées en silice amorphe (Yates et al., 2005) ou à partir de polymères synthétiques comme le 

polystyrène (Dykstra et al., 2011; Pacheco et al., 2013; Sharma et al., 2010) ou le polyacrylamide 

(Beningo and Wang, 2002). L’avantage d’utiliser des particules synthétiques par rapport à des 

particules biologiques est la possibilité qu’elles donnent de pouvoir faire varier indépendamment 

certains paramètres physico-chimiques, comme la taille (cf. Figure 1.15), la charge de surface, la 

forme (cf. Figure 1.16), ou la fonctionnalisation tout en étant produites en grande quantité et de 

manière reproductible.  
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Figure 1.16. Images en microscopie électronique à balayage et illustrations 3D de particules en polystyrène 
créés pour des expériences de phagocytose. (A) Sphères, (B) ellipsoïdes oblats, (C) ellipsoïdes allongés, (D) 
des disques elliptiques, (E) disques rectangulaires et (F) UFOs, (Champion and Mitragotri, 2006). Barre 
d’échelle 5µm.  
 
L’utilisation de ces nombreux modèles a permis la mise en évidence, in-vitro, de l‘influence sur leur 

phagocytose de paramètres comme la taille, la forme, la chimie de surface, les propriétés mécaniques 

ainsi que la densité d’immunoglobulines des objets à internaliser. Les paragraphes suivants 

présentent succinctement les expériences qui ont été réalisées et les résultats qui leur sont associés. 
 

III.2. Effet de la taille des particules sur la phagocytose  
Bien que les résultats puissent varier de façon importante d’une lignée cellulaire à une autre, on peut 

dire que généralement plus les particules sont petites, notamment pour des diamètres inférieurs au 

micron, plus le taux d’internalisation est important. Mitragotri et al. (Champion et al., 2008) ont 

montré que pour des microsphères de polystyrène dont la taille variait de 0,9 à 9 µm, opsonisées 

avec des IgGs les particules de diamètres de l’ordre de 3 µm étaient les mieux phagocytées par des 

macrophages alvéolaires de souris (cf. Figure 1.17a). Dans cette gamme de taille, la vitesse 

d’internalisation est en revanche constante quel que soit le diamètre considéré (Champion et al., 

2008). Koval et al. ont étudié la phagocytose par des macrophages péritonéaux de souris de billes de 

polystyrène (0,2 à 3 µm) fonctionnalisées avec des IgGs. Contrairement aux plus petites, les billes de 

taille supérieure au micron de diamètre sont internalisées en activant la polymérisation de l’actine et 

sont directement transportées vers le lysosome (Koval et al., 1998).  

Bien que la plupart des études indiquent que les macrophages ont une préférence pour les particules 

de petite taille (Doshi and Mitragotri, 2010), Cannon et al. ont observé que des particules en 

polystyrène d’un diamètre supérieur à 15 µm pouvaient être efficacement internalisées tout en 

nécessitant cependant beaucoup plus de temps que pour des particules de diamètre plus petit. De 

plus, en comparant la capacité du macrophage à internaliser des particules et sa capacité à s’étaler sur 

un substrat, tous deux opsonisés, il a été montré que la phagocytose est limitée par la quantité de 

membrane cellulaire disponible, indépendamment du nombre de récepteurs Fc (Cannon and 
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Swanson, 1992). Cette surface limite atteinte par le macrophage sur le substrat correspond à la 

surface nécessaire pour ingérer la plus grosse particule (19 µm). Cette phagocytose « frustrée » est 

semblable à la phagocytose d’objets infiniment grands.  

(a) (b) 

 
 

Figure 1.17. (a) Le nombre de particules (attachées et internalisées) par cellule est maximal pour des tailles de 
l’ordre de 3 µm, opsonisées (cercles ouverts) et non opsonisées (cercles fermés). (b) Schéma représentatif de 
la distance entre deux « ruffles » de la membrane cellulaire et des particules qui y sont adaptées en taille 
(Champion et al., 2008). 
 
De toute évidence, le mécanisme de phagocytose dépend fortement de la taille des particules à 

internaliser et ce quelque soit le type de récepteur impliqué. L’origine de cette dépendance reste à 

l’heure actuelle peu comprise (Pacheco et al., 2013; Rudt and Müller, 1993; Simon and Schmid-

Schönbein, 1988; Tabata and Ikada, 1988). Des arguments géométriques ont été avancés par 

Champion et al. pour expliquer cette dépendance, en notant que des particules de 2 - 3 microns 

étaient adaptées en taille à la distance entre deux plis (“ruffles”) de la membrane cellulaire (cf. Figure 

1.17 (b)), permettant ainsi un meilleur contact avec la surface du macrophage et favorisant leur 

capture (Champion et al., 2008). 

 

III.3. Effet de la physico-chimie de surface de la cible sur la phagocytose 
Un deuxième paramètre tout aussi important pour l’internalisation des particules est la physico-

chimie de surface. Selon la chimie de surface de la particule cible, les interactions avec les cellules 

sont différentes et influencent leur internalisation (Evora et al., 1998; Kawaguchi et al., 1986; 

Magnusson et al., 1979; Nagura et al., 1977; Tabata and Ikada, 1988).  

Tabata et al. ont étudié la phagocytose, par des macrophages péritonéaux de souris, de microsphères 

de cellulose chimiquement modifiées et ont démontré que des microsphères avec des surfaces 

hydrophobes sont plus facilement phagocytées que celles ayant des surfaces hydrophiles. Ils ont 

aussi observé qu’il n’y avait aucune différence significative sur l’efficacité de la phagocytose entre 

Consistent occurrence of a maximum is surprising
considering that macrophages from different species and
tissues differ widely in their properties, including size (cell
diameter: 5 μm spleen, 10 μm peritoneal, and 15 μm alveolar)
(32). One property that is conserved amongst macrophages
is a loose, ruffled membrane surface (Fig. 4a) (33).
Membrane ruffles are dynamic structures formed by actin
filaments and are controlled by complex biochemical path-
ways, many of which also play important roles in actin-
dependent internalization during phagocytosis (9, 34, 35). We
hypothesized that membrane ruffles are responsible for the
unusual size dependence of phagocytosis. To assess this
hypothesis, rat alveolar macrophages were osmotically swol-
len to eliminate ruffles (Fig. 4b). Swollen macrophages were
then incubated with particles at 4°C. Without the ruffled
membrane topography, macrophages did not display the
characteristic peak in particle attachment (Fig. 4c, d).
Swelling did not result in a general decrease of attachment
of all sizes, but instead had the most profound impact on
attachment of 2–3 μm particles.

Based on the data in Fig. 4a–d, we postulate that the
characteristic peak in size dependence of phagocytosis may
originate from the features of membrane ruffles. Interactions
of particles with rough surfaces have been previously studied,
although in different contexts. Such interactions are typically
described using Derjaguin–Landau–Verwey–Overbeek
(DLVO) theory (36). Interaction energies of particles with
membranes are influenced by size and geometry of both the
particles and membrane. Recently, simulations have also been
performed to investigate the effect of surface roughness on
particle–surface DLVO interactions (37).

Application of DLVO theory to quantitatively predict
particle-membrane adhesion based on geometric properties is
challenging. As a first step, we postulate that the ruffles
impart characteristic local curvature to the membrane and
increase contact area between the particle and the macro-
phage membrane. Thus, microspheres of a certain intermedi-
ate size are able to make better contact with the membrane
than smaller or larger particles (Fig. 5a). To validate this
hypothesis, we modeled ruffles as hemi-spherical membrane
protrusions with height, h on a flat membrane with a distance
of L between them (Fig. 5b). For the sake of simplicity, we
assumed that both particles and cell membrane are non-

flexible. It can be immediately seen from Fig. 5a that the
contact area of a particle of diameter D with the membrane
depends on the relative magnitudes of h, L, and D. Extremely
small particles (D << L) will be able to make one contact with
the membrane if they contact the protrusion or the flat part of
the membrane. In some cases they may attach where the
protrusion meets the flat membrane and make two contacts.
Extremely large particles (D >> L) will also have either one
or two contacts depending on whether they attach on the top
of a single protrusion or on two protrusions. Intermediate
sized particles (D∼L), however, will be able to establish
three contact points if they adhere in between the protrusions
(Fig. 5b). Mathematically, the particle diameter that max-
imizes the number of contact points is given by:

Dmax ¼
L2 þ h2

2h

Using Environmental Scanning Electron Microscopy of
alveolar macrophages, we measured L and h. From these
measurements, L ¼ 1:9# 0:55 !m and h ¼ 1# 0:25 !m , we
estimate Dmax¼ 2:3 !m , which compared well to experimen-
tally observed values (Figs. 1, 2a).

CONCLUSIONS

The work presented here significantly enhances the
understanding of an important aspect of phagocytosis, size
dependence, by separately and directly assessing attachment
and internalization of polymeric particles. It shows that the
size-dependence of phagocytosis originates from the attach-
ment step and not internalization. The work also puts forth a
new hypothesis for the origin of size-dependence of phago-
cytosis, that the characteristic features of membrane ruffles
are responsible for particles size recognition. This conclusion
has several implications. First, as a component of innate
immunity, macrophages must recognize the most generic
features of foreign targets. Through an array of phagocytic
surface receptors, macrophages recognize a broad range of
foreign molecules on targets. However, the results presented
here show that macrophages recognize an even more generic
feature, target size. This is a remarkable example of biology
creating a physical structure imperative to its function.
Second, the data show that size recognition is consistently
observed for different macrophage receptors and more
surprisingly, for macrophages from three different tissues
and species. Conservation of both recognition ability and the
size range of recognition (2–3 μm in diameter) could suggest a
deeper role for size recognition in biology. Interestingly,
1–4 μm represents the most common size of air-borne and
water-borne bacterial pathogens (38, 39). Given that pathogen
clearance is a primary function of macrophages, it is possible
that the highly conserved recognition of 2–3 μm particles
plays an important role in pathogen clearance.

The results presented here also have significant implica-
tions for drug delivery. Phagocytosis represents the primary
mode of particle clearance in vivo. While certain applications
such as subcutaneous depot injections necessitate reduced
phagocytosis for sustained release, others, such as vaccina-
tion, require enhanced phagocytosis. Likewise, drug delivery
particles can be administered by several methods, such as
inhalation, intravascular, subcutaneous or intramuscular in-
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Fig. 5. (a) Schematic of membrane ruffles (black) and attached
particles (white). Small (D << L, left) and large particles (D >> L,
right) can make 1 or 2 contacts with the membrane. Mid-sized
particles (D∼L, center) can make up to 3 contacts. (b) Schematic of
ruffle and particle length scales used to calculate the particle diameter
capable of making the most membrane contact (h = height of ruffles,
L=distance between ruffles and D=particle diameter).
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les surfaces cationiques ou anioniques ayant la même valeur absolue de potentiel zêta (Tabata and 

Ikada, 1988), cependant l’efficacité de l’internalisation des particules est améliorée pour des valeurs 

absolues élevées en potentiel zêta, (cf. Figure 1.18). Il est intéressant de noter que la phagocytose la 

plus faible correspond à des microsphères dont le potentiel zêta est nul.  

 

 

Figure 1.18. Effet de la charge de surface des 
microsphères de cellulose sur la phagocytose par les 
macrophages. De (1) à (9) des microsphères de cellulose 
avec différentes charges de surface (Tabata and Ikada, 
1988). 

D’autre part, Illum et al. ont étudié la phagocytose, par des macrophages péritonéaux de souris, de 

particules de polystyrène fonctionnalisées avec du PEG afin d’augmenter leur stabilité stérique. Ils 

ont démontré que l’efficacité de l’internalisation était fortement réduite voir totalement absente selon 

l’épaisseur de la couche de polymère adsorbée. Des conclusions similaires ont été apportées par 

Stolnik et al., (Illum et al., 1987; Stolnik et al., 1994). L’adsorption de chaines de polymères à la 

surface des particules constitue donc une barrière stérique hydrophile suffisante pour inhiber la 

phagocytose.  

Ces résultats démontrent donc, l’importance de la modification de surface des particules ainsi que la 

charge de surface pour le contrôle efficace de leur interaction avec le macrophage. Qu’en est-il alors 

du rôle de la forme de la particule ? C’est ce point que nous allons détailler dans la suite. 

 

III.4. Influence de la forme des particules  
La plupart des études menées pour la compréhension des mécanismes de la phagocytose reposent sur 

l’utilisation de particules sphériques (Champion et al., 2008; Nicolete et al., 2011; Tabata and Ikada, 

1988). Cependant, les cibles physiologiques des phagocytes varient largement en taille et en 

géométrie. Parmi celles-ci on peut citer les bactéries tels que Escherichia coli (longueur 0,5 à 3 µm) 

et les Bacillus (longueur de 1 à 10 µm) de forme allongée dite de bâtonnet, les cellules sénescentes 

tels que les érythrocytes âgés (8 µm) et de forme discoïdale ou encore les particules en suspension 

tels que certains pollens (2,5 – 200 µm) et qui sont de forme ovoïde. La géométrie des particules est 

donc un autre facteur qui peut moduler la réponse phagocytaire. 
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Figure 1.19. (A) Représentation schématique et 
paramétrisation de l’orientation d’une particule ellipsoïdale en 
contact avec la membrane cellulaire. Ω correspond à l’angle 
entre la normale N à la membrane cellulaire et le vecteur T qui 
dépend de l’orientation de la particule. (B) Vitesse 
d’internalisation en fonction du paramètre Ω (Champion and 
Mitragotri, 2006). 

Des études récentes ont apporté de nouvelles informations concernant le rôle de la géométrie de la 

particule à internaliser sur l’efficacité de la réponse phagocytaire (Champion and Mitragotri, 2006; 

Doshi and Mitragotri, 2010; Gratton et al., 2008; Sharma et al., 2010). Champion et al. (Champion 

and Mitragotri, 2006) ont étudié la phagocytose de particules de polystyrène de diverses formes 

(ellipsoïdes allongés, ellipsoïdes aplatis, disques elliptiques, etc.) obtenues à partir de l’étirement de 

particules sphériques, et fonctionnalisées avec des IgGs (cf. Figure 1.16). Ce travail a mis en 

évidence et quantifié que, pour une forme donnée, la phagocytose de la particule dépend fortement 

de son orientation par rapport à la membrane cellulaire pendant la phase d’adhésion. Alors qu’une 

particule ellipsoïdale va être rapidement internalisée si elle adhère par sa partie terminale, aucune 

phagocytose ne sera observée si elle se présente longitudinalement. (cf. Figure 1.19 A et B).  

D’autre part, l’étude de Sharma et al. montre que la forme de la particule influence indépendamment 

l’étape d’attachement à la surface de la cellule et l’étape d’internalisation (Sharma et al., 2010). 

Comparées aux particules sphériques, les particules de forme ellipsoïdale, par exemple, sont 

efficacement attachées à la surface de la cellule. En revanche, leur internalisation est beaucoup plus 

faible. Cette dépendance à la forme semble provenir du remodelage du cytosquelette d’actine 

nécessaire à réaliser l’internalisation complète de la particule (Sharma et al., 2010). 

Nous venons ainsi de voir que l’efficacité de l’internalisation est sensible à la forme de la particule, 

cependant l’origine et l’amplitude de cette dépendance restent mal comprises. 

 

III.5. Effet des propriétés mécaniques des particules  
Un autre critère mais tout aussi important pour la compréhension des mécanismes qui influencent le 

processus de phagocytose a été introduit par Beningo et al. (Beningo and Wang, 2002). Il s’agit des 

propriétés mécaniques de la particule. En effet, en préparant des microbilles de polyacrylamide avec 
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différentes concentrations de l’agent réticulant, ils ont obtenu des particules de rigidité différente 

mais avec a priori les mêmes propriétés de surface.  

 

Figure 1.20. Efficacité de la phagocytose des objets rigides ou 
souples pendant la phagocytose induite par les récepteurs Fc. Les 
billes de polyacrylamide rigides (a) sont mieux phagocytées que 
les billes souples (b). Les billes non opsonisées en (c, d) sont peu 
phagocytées (Beningo and Wang, 2002).  

Les résultats de phagocytose par des macrophages de la moelle osseuse de souris montre que le 

nombre moyen de particules rigides internalisées est six fois plus important que celui des particules 

déformables (cf. Figure 1.20). Les particules déformables ne permettent pas la formation du cup 

d’actine qui initie l’internalisation, ce qui suggère l’existence d’une mécano-sensibilité cellulaire. A 

ce jour, et à notre connaissance, peu d’études ont été réalisées à la suite de ce travail pour décrire les 

mécanismes d’intégration permettant à un macrophage de discriminer une cible en fonction de sa 

rigidité. 

 

III.6. Influence de la densité d’immunoglobulines à la surface  
Bien que dans la plupart des expériences de la littérature, les conditions d’opsonisation soient 

toujours à saturation de l’interface en IgGs (Chow et al., 2001), quelques études ont été menées pour 

déterminer l’effet de leur densité de surface sur l’efficacité de la phagocytose (Gallo et al., 2010; 

Pacheco et al., 2013; Zhang et al., 2010). 

Zhang et al. ont comparé les résultats de phagocytose de particules en polystyrène opsonisées avec 

trois densités différentes d’IgGs par des macrophages de souris RAW 264.7 (cf. Figure 1.21). Dans 

leur étude, ils montrent que pour une densité faible (Zhang et al., 2010), les particules adhèrent à la 

surface du macrophage sans pour autant initier leur internalisation. A cette densité la cascade de 

signaux impliquée dans la réponse phagocytaire n’était pas complètement activée. Ce qui est 

contraire au mécanisme prédit par le modèle de zippering. En revanche, pour une densité dix fois 

plus grande, les particules étaient efficacement internalisées avec extension de la membrane de la 

cellule et formation de cup d’actine. 
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Figure 1.21. Index de phagocytose pour différentes densités 
d’IgGs à la surface de billes de polystyrène. La relation 
entre la densité du ligand et de l'indice phagocytaire est non 
linéaire (Zhang et al., 2010). 

  

Par ailleurs, Gallo et al. ont étudié l’influence de la densité d’IgGs à la surface d’érythrocytes de 

mouton opsonisés (Sheep Red Blood Cells, SRBC) par des macrophages primaires de la moelle 

osseuse de souris. Ils ont montré que la phagocytose était sensible à ce paramètre et conduit à une 

relation « concentration-réponse » à travers laquelle ils ont déterminé la concentration minimale, 

égale à 3.105 IgGs/SRBC (cf. Figure 1.22). nécessaire pour induire une réponse efficace (Gallo et al., 

2010). Cette étude constitue à notre connaissance la seule analyse vraiment quantitative de 

l’influence du nombre d’IgGs sur l’efficacité de phagocytose. 

 

 

Figure 1.22. Représentation de la phagocytose des SRBC 
fonctionnalisés avec des IgGs en fonction de la quantité de 
ces derniers (Gallo et al., 2010). Données analysées par nos 
soins et tracé du nombre de SRBC par macrophages en 
fonction du nombre d’IgGs par cellule. 

 

 

Enfin, Pacheco et al. ont étudié l’effet combiné de la densité d’IgGs ainsi que la taille de particules 

de polystyrène sur la phagocytose par des macrophages de souris RAW 264.7. À l’inverse des études 

précédentes, ils ont démontré que la densité d’immunoglobulines n’était pas un facteur significatif 

dans la phagocytose de particules de plus de 2 µm de diamètre. Comme le montre la Figure 1.23, 

pour les plus petites particules (0,5 – 2 µm) l’internalisation semble être améliorée par la quantité 

d’IgGs à la surface des particules (Pacheco et al., 2013)  

 

on phagosomes during internalization (Fig. 2B). Low-IgG beads
(B1) recruited less Syk-YFP than beads with higher IgG densities
(Fig. 2 C and E). Although total Syk-YFP recruited to the phag-
osomes increased as cups extended (Fig. 2 B and C), the average
recruitment per pixel remained constant (Fig. 2E). Recruitment
correlated with ligand density, with some saturation at the highest
IgG density (Fig. 2F). The recruitment of Syk(R194A)-YFP,
containing a point mutation in the SH2 domain that abrogates
binding to FcR immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
(ITAM) (12), was low for both B10 and B1 (Fig. 2 D and F), in-
dicating the specificity of the recruitment calculation method.
Thus, the recruitment of Syk-YFP to phagocytic cup membranes
indicated that the magnitude of early FcR signals correlated with
ligand density.
To investigate whether signals downstream of Syk are similarly

recruited relative to IgG density on beads, we examined the re-
cruitment of YFP-p85, the regulatory domain of type I PI3K, and
YFP-actin. p85 binds to Syk directly (13) and indirectly through
Gab2 (14) and is recruited to phagosomes early (15). Actin is
necessary for phagocytosis (5) and is recruited at the first mem-
brane movement (16). Although B10 recruited more YFP-p85
than B1 (Fig. 2G), the difference was only about twofold (Fig.
2H), and B10 recruited only 30%more YFP-actin than B1 (Fig. 2
I and J). These nonlinear signaling responses to 10-fold differ-
ences in IgG density suggested differential amplification of FcR
signaling, which is inconsistent with a strictly receptor-autono-
mous signaling mechanism. Because YFP-actin recruitment gave
a strong fluorescent signal, we could also quantify YFP-actin in
stalled phagocytic cups (covering about one-sixth of the bead
surface). The YFP-actin recruited to stalled cups was only slightly
lower than that recruited during successful phagocytic events
(finished phagosomes) (Fig. 2J), indicating that the magnitude of
this signal was independent of the outcome of the process.

Later Stages of Signaling Exhibit All or None Behavior. Later stages
of signaling showed a binary response related to successful particle
ingestion. A YFP chimera of the pleckstrin homology (PH) do-
main of Abelson tyrosine kinase (YFP-AktPH) was used to lo-
calize PIP3 and PI(3,4)P2, the products of type I PI3K (16).
Notably, YFP-AktPH recruitment was similar during phagocytosis
of B10 and B1 (Fig. 2 K and L and SI Appendix, Fig. S2 A and B).
BtkPH-YFP, which binds PIP3 specifically, and YFP-Tapp1PH,
which binds PI(3,4)P2 (17), were also recruited to similar levels on
B10 and B1 phagosomes (SI Appendix, Fig. S3). In contrast, stalled
phagocytic cups recruited significantly less YFP-AktPH than did
cups that completed phagocytosis, despite similar IgG densities on
the beads (Figs. 2L and SI Appendix, Fig. S2C). Thus, 3′PI con-
centrations were high when phagocytosis could be completed and
low when phagocytosis stalled, indicating that PI3K amplification
correlated with successful advance of the phagocytic cup.
PKCε-YFP showed a more pronounced threshold response.

PKCε recruitment to phagosomes (4) requires binding to diac-
ylglycerol (18). During phagocytosis, diacylglycerol is generated

from PI(4,5)P2 by phospholipase C γ-1 (PLCγ1), whose activation
requires PIP3 (19). PKCε-YFP recruitment during phagocytosis
increased late during phagosome formation, peaking at the point
of phagosome closure (Fig. 3). Remarkably, PKCε-YFP re-
cruitment showed an inverse relationship to IgG density: more
chimera was recruited to low-IgG beads than to high-IgG beads
(Fig. 3 D and E). The mechanism of this inverse correlation is
unknown. However, the strong signal on low-IgG bead phag-
osomes exaggerated the difference in signaling between stalled
and successful phagocytic cups. PKCε-YFP recruitment was un-
detectable in stalled cups but was highly amplified on successfully
formed phagosomes (Fig. 3 C and E), indicating that late signal
amplification of PKCε-YFP correlated with commitment to
phagosome formation.
These measurements indicated that early signaling from FcR

was receptor-autonomous and correlated with ligand density, but
later signaling showed an all or none response suggestive of feed-
back regulation. Measurements of the time from the beginning of
phagocytic cup formation to the point when recruitment reached
half-maximal values showed that the signal sequence of Syk-YFP,
YFP-p85, YFP-actin, YFP-AktPH, and then, PKCε-YFP could be
detected over the time course of phagocytosis (Fig. 3F). Contrary
to the model of autonomous signaling by FcR, the ratio of the
average maximum recruitment of B1 to that of B10 increased for
late signals to greater than one (Fig. 3G), indicating aggregate
behavior of FcR consistent with signal integration. More signifi-
cantly, late signals appeared on low-IgG beads only when phago-
cytosis could be completed. This conditional progression was
further evidence of cooperation in FcR signal transduction. It is
noteworthy that the late signals AktPH and PKCε reached half-
maximal levels (Fig. 3F) well before phagosome closure (8 min),
indicating that their all or none responses occurred when the
phagocytic cup was contiguous with plasma membrane.

3′PI Concentration Thresholds Regulate Commitment to Phago-
cytosis. The all or none response to low-IgG beads indicated that
a concentration threshold regulated the transition to late signals.
PI3K regulates contractile activities and membrane fusion neces-
sary for completion of phagocytosis (20, 21). Inhibition of PI3K
blocks the activation of Arf1 and Rac2 and the deactivation of Arf6
and Cdc42 during FcR-mediated phagocytosis, which indicates
a PIP3-dependent signal transition governing Arf- and Rho-family
GTPase activities. This signal transition is necessary for the
phagocytosis of large particles (22, 23). We, therefore, examined
the role of PIP3 in commitment to phagocytosis by modulating the
cells’ ability to generate PIP3. Phagocytic indexes were measured
for B0.3, B1, and B10 in the presence of inhibitors of PI3K or
phosphatase and tensin homolog (PTEN), which dephosphorylates
PIP3 to PI(4,5)P2. The PTEN inhibitor bpv(pic) (24) increased the
phagocytic index of both B0.3 and B1, consistent with a positive
role for PIP3 in commitment to phagocytosis (Fig. 4 A and B).
Conversely, the PI3K inhibitor LY294002 inhibited phagocytosis
of B1 and B10, and Thrombogenix compound TGX-221, an in-
hibitor specific for p110β and p110δ isoforms of type I PI3K (25),
reduced the phagocytic index of B1 (Fig. 4 B and C). Furthermore,
IgG density on beads correlated inversely with the magnitudes of
stimulation by bpv(pic) and inhibition by LY294002, suggesting
that the number of ligated FcR affected the cell’s ability to exceed
a threshold concentration of PIP3 or a PIP3-derived 3′PI.

These responses indicated that 3′PI concentrations regulated
the transition to late stages of signaling and cellular commitment
to phagocytosis. To measure signals regulating commitment,
YFP chimera recruitment to stalled cups was compared with
chimera recruitment to similarly shaped early cups of finished
phagosomes and unfinished cups formed after inhibition of PI3K
with LY294002 (3). YFP-actin was recruited to similar levels on
stalled cups and early finished cups, and it was present in the
unfinished cups of cells inhibited with LY294002 (Fig. 4D), in-
dicating that this early signal was independent of PI3K activity
and the PIP3 concentration threshold. Although YFP-AktPH
was detectable in stalled cups, its recruitment was significantly

Fig. 1. IgG density on beads controls the frequency but not rate of
phagocytosis. (A) Phagocytic indexes of B0.3, B1, and B10 were measured
from six coverslips. Data represent mean ± SEM. The relationship between
ligand density and phagocytic index was nonlinear. (B) The rates of phag-
osome formation were measured as the time from the first movement of
cytoplasm to phagosome closure (n = 5).
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Figure 1.23. Nombre moyen de particules par 
cellule en fonction de la taille et de la densité 
d’IgGs (Pacheco et al., 2013). 

 

IV. Influence de la mobilité des récepteurs à la membrane du 
macrophage 

 

La membrane plasmique d’une cellule est formée d’une bicouche composée de deux feuillets, dont 

les proportions en phosphoglycérides, sphingolipides et de cholestérol sont différentes. À cette 

bicouche sont associés des protéines ou complexes protéiques transmembranaires, et notamment les 

molécules adhésives (cf. Figure 1.24).  

 

Figure 1.24. Représentation schématique de la 
membrane plasmique d’une cellule montrant la 
bicouche, les filaments du cytosquelette, les 
protéines intégrales et les molécules glycosylées 
du glycocalyx (Alberts et al., 2008).  

L’adhésion de la particule cible à la surface d’une cellule implique des récepteurs capables de 

reconnaître la particule et de coordonner une réponse cellulaire à travers une voie précise de 

signalisation. Les interactions entre les protéines (ligand/récepteur) dépendent non seulement de leur 

affinité, de leur cinétique d’association, de leur concentration, mais aussi de leur mobilité 

(Subramanian et al., 2006a) et de leur répartition spatiale (van der Merwe, 2002).  
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Figure 1.25. Trajectoires représentatives de la diffusion 
des deux sous-populations de FcγRII/III à la surface de 
macrophages RAW 264.7. Les trajectoires sont 
mesurées à l’aide de quantum dots. La trajectoire bleue 
correspond à un mode de diffusion libre et la trajectoire 
rouge à un mode de diffusion restreint (Flannagan et al., 
2010). 

 

Les protéines transmembranaires, telles que les récepteurs, ont la possibilité de diffuser dans le plan 

de la membrane, soit de manière passive (diffusion brownienne) (Cherry, 1979) soit active (par 

l’intervention de mouvements du cytosquelette et consommation d’ATP) (van der Merwe, 2002). 

Pour une population de récepteurs de type Fcγ donnée, on peut distinguer deux sous-populations 

caractérisées par deux valeurs distinctes de coefficients de diffusion (cf. Figure 1.25). Ces valeurs 

distinctes correspondent à un mode restreint et un mode libre de mobilité latérale (Flannagan et al., 

2010). Le mode restreint est une conséquence de l’existence de microdomaines dans le cytosquelette 

d’actine qui augmentent la fréquence des collisions des récepteurs et diminuent leur coefficient de 

diffusion (Jaumouillé et al., 2014). 

La seule reconnaissance d’un ligand par un récepteur de la cellule cible ne suffit pas à déclencher un 

signal intracellulaire et l’activation de la fonction biologique associée. Par exemple, lorsqu’un 

lymphocyte T (cf. Figure 1.26) interagit avec une cellule cible, la réponse immunitaire complète ne 

survient que lorsque les complexes protéiques mobilisés par la reconnaissance s’organisent en une 

structure intercellulaire dont la taille caractéristique peut atteindre plusieurs microns, la synapse 

immune (Lee et al., 2003). 

 

Figure 1.26. Les récepteurs LFA et TCR sont 
réorganisés lors de la formation d’une synapse immune 
entre une lymphocyte T et une cellule et conduisent à 
la synapse mature (Qi et al., 2001). 

Les récepteurs TCR sont à la périphérie de la zone de contact au début de la formation, puis diffusent 

vers le centre, laissant les récepteurs LFA à la périphérie de manière à former la synapse dite mature. 

Bien qu’une modélisation ne tenant compte que de la diffusion passive ait permis de simuler la 
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formation de ces structures (Qi et al., 2001), les coefficients de diffusion des protéines dans le 

modèle sont largement supérieurs à ceux associés uniquement à la diffusion brownienne 

bidimensionnelle, suggérant donc des mécanismes cellulaires actifs (Huppa and Davis, 2003). Ces 

résultats ont été confirmés par des expériences montrant que des cellules T n’ayant plus la capacité 

de former des filaments d’actine étaient incapables de former une synapse mature. 

 

Figure 1.27. Représentation schématique du modèle proposé par 
Mossman et al. qui permet la formation de la synapse immune entre une 
cellule T et une surface artificielle. Les récepteurs sont soumis à des 
contraintes sur la mobilité imposées par les barrières physiques (Mossman 
et al., 2005). 

 
 

Il a de plus été démontré que les contraintes de mobilité des protéines existant lors de la formation de 

la synapse immunologique entre les cellules T et les cellules présentatrices d’antigènes influencent 

fortement la cascade de signalisation. Mossman et al. ont développé une méthode expérimentale qui 

permet de manipuler l’organisation de la synapse immunologique dans les cellules T (Mossman et 

al., 2005). Les bicouches lipidiques fluides ont été modifiées par l’introduction de structures solides 

de géométries définies qui représentent des barrières physiques (lignes parallèles, grilles, barrières 

hexagonales) (cf. Figure 1.27). Ils ont observé que la formation de la synapse est modifiée par les 

contraintes géométriques du substrat. Ils ont ensuite étudié la cascade de signalisation au sein des 

motifs de synapse modifiés et ont trouvé que les niveaux associés de Ca2+ et de tyrosine 

phosphorylée (pY) étaient plus élevés que les niveaux observés dans les synapses non modifiées. 

Ainsi ces expériences montrent que les modifications spatiales dans les interfaces intracellulaires 

influencent l’activité de signalisation du récepteur.  

L’existence de synapses a aussi été démontrée chez le lymphocyte B avec le même type de 

géométrie circulaire que dans le cas du lymphocyte T. Au centre, on trouve des récepteurs IgM et à 

la périphérie des récepteurs de type CD45 et CD22. À la différence du lymphocyte T, un lymphocyte 

B peut former une synapse mature uniquement à partir de mécanismes impliquant une diffusion 

passive des protéines (Iber, 2005).  
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Une structure semblable à la synapse immunologique que nous venons de voir est la « synapse 

phagocytaire ». Elle a été proposée par Goodridge et al. et se forme entre les phagocytes et leurs 

diverses cellules cibles (Goodridge et al., 2011). Elle peut avoir lieu entre les dectines 1 qui sont des 

PRR exprimées par les macrophages et les β-glucanes présents à la surface des bactéries dans des 

structures similaires aux synapses immunologiques. Le rôle de la mobilité du CD47 et la formation 

de « clusters » de ligands-récepteurs a aussi été étudié dans la synapse phagocytaire (Gregory and 

Brown, 2005). Ainsi Subramanian et al. (Subramanian et al., 2006b) ont montré que cette protéine 

co-localise avec le récepteur SIRPa présent à la surface du macrophage et inhibe sa phagocytose. 

Des densités similaires du complexe CD47 – SIRPa ont été observées sur les deux espèces 

d’érythrocytes (humains et de souris) étudiées. 

Les récepteurs FcγR sont, comme on l’avait précédemment décrit, des protéines cytoplasmiques 

transmembranaires qui peuvent s’organiser et donner accès à une réponse phagocytaire complète. La 

réponse est initiée par le « clustering » des récepteurs induit par les ligands (Swanson, 2008). Il a été 

précédemment établit que la liaison des particules opsonisées est obtenue par les interactions 

progressives des IgGs avec les récepteurs FcγR selon le modèle de fermeture à glissière (Swanson 

and Baer, 1995). Des études ont montré que les micro-domaines membranaires riches en cholestérol 

vont s’associer aux clusters FcγR et faciliter la phosphorylation du récepteur par des kinases de la 

famille des SRC qui augmentent la liaison de la particule cible (Sobota et al., 2005). 

Ainsi la mobilité des récepteurs de surface facilite leur recrutement autour de la particule à 

internaliser et constitue un élément déterminant pour la réponse phagocytaire induite et le 

déclenchement de l’ingestion de la particule. 
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Bilan de l’étude du mécanisme de phagocytose 
 

Les macrophages jouent un rôle essentiel dans la réponse immunitaire impliquée dans la 

reconnaissance et la destruction non seulement des agents pathogènes mais aussi des cellules 

sénescentes ou les cellules apoptotiques. La nature exacte du processus phagocytaire dépend des 

récepteurs impliqués. Plusieurs types de récepteurs interviennent dans les processus de phagocytose. 

Le récepteur à mannose reste encore peu étudié, le récepteur du complément donne lieu à une 

phagocytose lente nécessitant des cofacteurs stimulants. La phagocytose induite par les récepteurs 

FcγR est rapide et destructive vis-à-vis des pathogènes et les récepteurs FcγR impliqués sont les 

mieux caractérisés. L’étude de leur structure ainsi que leurs fonctions représente un vaste champ de 

recherche (Ravetch, 1997; Ravetch and Clynes, 1998; Unkeless, 1989).  

Nous avons donc choisi d’étudier la phagocytose induite par ces récepteurs FcγR en tant que système 

modèle pour la compréhension des paramètres qui gouvernent la phagocytose de cibles opsonisés.  

D’autre part, il est clair qu’un grand nombre de paramètres physico-chimiques et biologiques 

influencent la phagocytose des particules par les macrophages. Les tailles, formes, densités et 

propriétés de surface sont très variables en fonction de l’étude menée. Cependant, malgré le nombre 

considérable de travaux, la majorité des résultats obtenus repose sur l’utilisation de particules de 

polymère rigides pour la plupart en polystyrène, (Koval et al., 1998; Pacheco et al., 2013; Sharma et 

al., 2010; Tabata and Ikada, 1988). Même si ces modèles de particules représentent un système très 

pratique et flexible pour des analyses pertinentes dans la compréhension du phénomène de 

phagocytose, les résultats obtenus jusqu’à présent demeurent incomplets.  

En effet, dans le cadre très spécifique de la phagocytose induite par les FcγR, les résultats de la 

littérature montrent que l’ingestion de ce type de particules est maximale et spécifique pour des 

diamètres de 2 à 3 microns. Ces particules constituent donc un très bon modèle pour l’étude de la 

phagocytose de petits pathogènes tels que les levures, les bactéries et les particules en suspension. En 

revanche, elles ne parviennent pas à rendre compte de la capacité qu’ont les macrophages de 

phagocyter de gros objets comme les cellules cancéreuses ou sénescentes.  

Par ailleurs, nous avons vu que la phagocytose est influencée par les caractéristiques des objets à 

internaliser. Les précédentes études montrent que la densité d’IgGs en surface influence l’efficacité 

de phagocytose (Gallo et al., 2010). D’autres observations indiquent que la forme des particules et 

leur angle d’approche peuvent ralentir voire empêcher l’internalisation (Sharma et al., 2010). De 

même, la charge de surface des particules modifie leur reconnaissance par les macrophages (Tabata 

and Ikada, 1988). Enfin, le recrutement des récepteurs de surface suite à la reconnaissance de la 
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particule semble être une étape déterminante dans la cascade de signalisation de la phagocytose 

(Sobota et al., 2005; Swanson, 2008). 
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Les émulsions ont été intensivement étudiées au cours des dernières décennies en raison de leurs larges 

domaines d’applications industrielles, allant de l’alimentaire à la galénique en passant par les 

revêtements routiers. Leur utilisation présente de nombreux avantages non seulement en raison de leur 

préparation facile et à faible coût, mais aussi en raison la diversité de matières premières disponibles.  

Dans un premier temps, nous introduirons les différents types d’émulsions ainsi que les différentes 

classes de tensioactifs. Nous présenterons ensuite les techniques d’émulsification existantes. Enfin, 

nous présenterons certaines applications spécifiques liées aux gouttes d’émulsions dans le domaine de 

la biologie et de la biophysique.  

I. Description générale  
Les émulsions sont des mélanges métastables composés de deux liquides non miscibles stabilisés par 

des émulsifiants ou tensioactifs qui forment un film interfacial facilitant la dispersion durable d’une 

phase dans l’autre.  

(a) (b) 

 
 

Figure 2.1. (a) Représentation schématique de la formation d’une émulsion à partir de deux liquides non 
miscibles. (b) Représentation schématique des deux types d’émulsions les plus couramment utilisées, indirecte 
(H/E) et directe (E/H). 

 
L’un des liquides représente la phase continue, l’autre une phase immiscible qui est dispersée dans la 

première sous forme de petites gouttes allant de quelques dizaines de nanomètres à quelques centaines 

de microns (cf. Figure 2.1a). Une émulsion est une suspension liquide/liquide métastable, i.e. dont la 

stabilité dans le temps est finie. Cette stabilité peut aller de quelques heures à plusieurs mois. 

On définit deux types d’émulsions selon la nature de la phase dispersée et continue : les émulsions 

directes appelées « huile dans eau » et notée H/E lorsque l’huile constitue la phase dispersée et les 

émulsions indirectes ou inverses appelées « eau dans huile » et notées E/H lorsque l’huile constitue la 

phase continue (cf. Figure 2.1b). On peut également trouver des émulsions multiples H/E/H ou E/H/E 

(Leal-Calderon et al., 2007).  
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II. Agents tensioactifs 

II.1. Généralités 
Afin de stabiliser l’interface entre les deux liquides, l’ajout de surfactants est nécessaire. La Figure 

2.2 montre une représentation schématique de la structure d’un monomère de tensioactif. Celui-ci 

confère aux émulsions une stabilité cinétique plus ou moins grande. Il s’agit de molécules 

amphiphiles constituées de deux parties d’affinités différentes : l’une est hydrophobe et s’immerge 

dans le corps gras, l’autre hydrophile est soluble dans l’eau.  

 

(a) 

 

(b) 

 
Figure 2.2. (a) Représentation schématique d’un monomère de tensioactif composé d’une partie hydrophile 
polaire ou ionique et d’une partie hydrophobe constituée généralement d’une chaine carbonée. (b) Structures 
d'auto-assemblage possibles des monomères de tensioactifs en fonction de leur concentration (haut) ou de 
leur HLB (bas). Image adaptée de (Lawrence and Rees, 2000). 
 

A partir d’une certaine concentration de tensioactifs dans une solution, appelée concentration 

micellaire critique ou CMC, on observe un auto-assemblage des molécules de tensioactifs pour 

former des agrégats en solution qu’on appelle micelles. La forme des micelles dépend de la nature du 

tensioactif, de l’environnement physico-chimique ainsi que de la concentration (Figure 2.2). Dans le 

cas de l’existence d’une interface de type eau-huile, la densité de molécules tensioactives à 

l’interface est constante et correspond à un minimum de la tension interfaciale au delà de la CMC. 

Pour des tensioactifs classiques moléculaires à simple chaîne lipophile, la CMC varie entre 10-5 et 

10-3 mol.L-1.  

II.2. Classes de tensioactifs 
Les tensioactifs sont classés (cf. Figure 2.3) selon la nature de la partie hydrophile en trois grandes 

familles : les tensioactifs ioniques (cationiques ou anioniques), les tensioactifs non ioniques ou 

neutre et enfin les tensioactifs amphotères (zwitterioniques).  
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Figure 2.3. Représentation de structures chimiques des différentes classes de tensioactifs. Les parties 
hydrophiles des tensioactifs non-ioniques sont très souvent formées de chaînes de poly(éthylène)glycol. 
 
Les agents tensio-actifs anioniques présentent l'avantage d'être des agents moussants stables et 

efficaces, cependant ils ont l'inconvénient d'être sensibles à la présence de sels minéraux dans l'eau 

(dureté de l'eau) ou pour certains à des changements de pH. Ils comprennent entre autres (Stache, 

1995) les alkylbenzènesulfonates (détergents), les acides gras (savons), le sulfate de lauryle (agent 

moussant), le sulfosuccinate de di-alkyl (agent mouillant), des lignosulfonates (dispersants). 

Une grande partie des tensioactifs cationiques est constituée de composés azotés tels que les sels 

d'amines grasses et les ammoniums quaternaires, avec un ou plusieurs composés à longues chaînes, 

qui sont dérivés d'acides gras naturels. Des exemples courants de tensioactifs cationiques sont 

l'hydroxyde de tétraméthylammonium et le chlorure diméthyldioctadécylammonium. 

L’association de charges anioniques et cationiques dans une seule et même molécule de tensioactif 

est appelée zwitterionique. C’est le cas des substances naturelles tels que les acides aminés et les 

phospholipides (cf. Figure 2.3).  

Les tensioactifs non ioniques possèdent des têtes hydrophiles non chargées. Une grande partie de 

ces tensioactifs sont caractérisés par la présence d'une ou plusieurs chaînes polyéthylène glycol, 

obtenue par polycondensation d'oxyde d'éthylène (Zhao et al., 1998). Ils représentent une famille 

importante de tensioactifs qui sont largement utilisés en raison de leurs excellentes propriétés 

d’interface et de stabilisation, leur faible coût et leur utilisation en tant qu’agents non toxiques et 

biodégradables (Liechty et al., 2010; Nace, 1996; Schick, 1987). 

Les tensioactifs sont utilisés dans de nombreux protocoles en biologie et de biochimie, notamment 

pour la lyse cellulaire (SDS), la transfection (lipofectamine) (Avci-Adali et al., 2014), la 

perméabilisation de membrane lors de la fixation (triton-X-100), les expériences de migration 

électrophorétique du gel (SDS), la manipulation des protéines membranaire, etc. De manière 

générale, lorsqu’on veut maintenir l’intégrité cellulaire ou protéique, il faut éviter de travailler avec 
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des tensioactifs chargés car leur pouvoir détergent est très grand. L’utilisation de tensioactifs non-

ioniques avec des cellules vivantes peut avoir un effet dommageable sur les membranes, comme 

dans le cas du Triton (Currò et al., 2015), mais aussi un effet protecteur comme dans le cas de 

certains poloxamer (Maskarinec et al., 2002).  
 

II.3. La HLB : Hydrophilic-Lipophilic Balance 

Les fournisseurs de tensioactifs utilisent un système relativement simple de classification des 

tensioactifs qui se base sur leur affinité pour chacune des phases aqueuses et lipidiques : la HLB 

(Hydrophilic-Lipophilic Balance). La HLB d’un tensioactif varie en général entre 0 et 20, les valeurs 

les plus hautes correspondent aux tensioactifs ioniques ou à certains tensioactifs de type poloxamer 

(Lee et al., 1989).  

La HLB renseigne sur la solubilité à l’équilibre dans chacune des deux phases (proportion de la 

partie hydrophile par rapport à la partie hydrophobe), mais aussi sur la courbure spontanée (cf. 

Figure 2.4) qu’un tensioactif va pouvoir donner a une interface huile/eau et ainsi la possibilité qu’il a 

de favoriser la formation d’émulsions directes (H/E) ou inverses (E/H). 

De manière générale, les tensioactifs avec une HLB inférieure à 8 ont un caractère lipophile et 

stabilisent les émulsions type E/H. Les tensioactifs avec une HLB comprise entre 8 et 20 ont un 

caractère hydrophile et stabilisent les émulsions type H/E. Pour les valeurs de HLB intermédiaires, le 

tensioactif n’a pas d’affinité particulière pour l’une des phases et favorise la formation de structures 

lamellaires.  

L’une des méthodes de calcul de la HLB a été proposée par Davies (Davies, 1957) et consiste à 

attribuer une valeur de pondération à chaque groupement fonctionnel des parties hydrophiles et 

lipophiles et en faire la somme. L’équation s’écrit alors : 

𝐻𝐿𝐵 = 7+ 𝐻𝐿𝐵!"#$%&'  !!"#$%!!"#$ − 𝐻𝐿𝐵!"#$%&'  !!"#$%!!!"#   

 

Ainsi, en plus de la CMC, la valeur HLB constitue un critère qui permet de bien choisir le 

tensioactif. La connaissance de la HLB ne permet en revanche en rien de prévoir la stabilité des 

interfaces formées, et ne donne qu’une information indicative sur le rôle d’un tensioactif donné. 
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Figure 2.4. Relation entre la forme de la molécule de tensioactif, 
la courbure spontanée et les structures formées en solution (Salim 
et al., 2014). 

 

III. Modes de déformation des gouttes et interfaces  
Du fait de leur caractère liquide, les gouttes d’émulsions sont des objets déformables dont les 

propriétés mécaniques sont en partie fixées par les propriétés de l’interface. La modélisation 

mécanique des films minces (monoucouche, bicouche lipidique, etc.) a été réalisée au début des années 

1970 (Canham, 1970; Evans, 1973). Ces films peuvent être caractérisés par trois types de déformation : 

élongation (stretching), cisaillement (shearing) et courbure (bending), que nous avons représenté sur la 

Figure 2.5. Les déformations sont des combinaisons de ces trois déformations élémentaires, dont les 

classes de symétrie sont différentes : déformation isotrope pour l’étirement, déformation à surface 

constante pour le cisaillement et déformation perpendiculaire au plan de la membrane pour la courbure. 

 

 

Figure 2.5. Schéma de représentation des trois modes 
élastiques de déformation des membranes : (a) 
cisaillement dans le plan avec variation d’aire, (b) 
cisaillement induisant une extension latérale à aire 
constante, et (c) courbure (Girard, 2004). 

 

L’énergie par unité de surface d’un film mince peut donc s’écrire comme la somme de ces trois 

termes : 

Wfilm = WStretching + WShearing + WBending 
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La densité d’énergie de streching est égale à la tension de surface σ. La tension de surface représente 

l’énergie à fournir pour augmenter l’aire A d’une quantité élémentaire dA. Cette tension de surface fait 

que l’intérieur de la goutte est en surpression par rapport à l’extérieur. Cette surpression, appelé 

pression de Laplace, dépend de σ et du rayon R de la goutte suivant la relation :  

∆𝑃 =
2𝜎
𝑅  

La tension de surface, ou tension interfaciale, d’une émulsion est fixée par la concentration surfacique 

en molécules amphiphiles à l’interface (Leal-Calderon et al., 2007). Elle est généralement de l’ordre de 

quelques dizaines de mJ.m-2 et s’exprime communément en mN.m-1.  

Du fait de leur caractère liquide, l’énergie surfacique associée au mode de cisaillement WShearing peut 

être négligé. Enfin, contrairement au cas des bicouches lipidiques qui se caractérisent par un module de 

courbure important, le terme WBending peut être négligé pour des émulsions du fait de la valeur de la 

tension de surface. Une surface de goutte est donc lisse à l’échelle moléculaire et sa forme est 

parfaitement sphérique.  

IV. Techniques d’émulsification  
De nombreuses techniques de fabrication d’émulsions ont été développées de manière à répondre à des 

contraintes de volume de production, de taille de gouttes et de monodispersité. À l’exception de 

quelques procédés (Obey and Vincent, 1994), la fabrication d’une émulsion revient à fragmenter une 

phase immiscible dans une autre, nécessitant l’injection d’une énergie importante dans le système.  

 

Procédé d’émulsification Tailles obtenues (µm) 

Procédés à membrane 0,2 – 100 

Microfluidique  1 – 1000 

Homogénéisateurs haute pression 0,05 – 5 

Emulsificateur de Couette 1 – 10 

Ultrasons 0,04 – 200 

Table 2.1. Quelques exemples de procédés de fabrication et les tailles qu’ils permettent d’obtenir. 
 

Les procédés d’émulsification courants peuvent être classés en deux catégories selon le mécanisme mis 

en jeu : les systèmes qui utilisent un cisaillement mécanique et les systèmes qui font appel au 

phénomène de cavitation (E. Dickinson and B. Bergenstähl, 1997). Le premier groupe comprend les 

dispositifs à rotor stator (exp : cellule de Couette), les broyeurs colloïdaux (ex. UltraTurrax), les 

membranes (ex. Shirasu Porous Glass) et les systèmes microfluidiques (Poux and Canselier, 2004). 
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Pour le deuxième système on peut citer les techniques de fragmentation par ultrasons et les 

homogénéisateurs à haute pression (ex. Microfluidizer®). Quelques données numériques relatives aux 

tailles accessibles par ces procédés sont résumées dans la Table 2.1.  

L’émulsification avec des membranes permet d’obtenir des gouttes avec des tailles allant de 0,2 à 100 

microns et une bonne monodispersité (Leal-Calderon et al., 2007). Le principe est simple : la phase 

dispersée est injectée dans la phase continue à travers une membrane dont les pores ont des tailles 

identiques. Les membranes disponibles peuvent être fabriquées en verre microporeux, en silicium, en 

polymère ou en céramique (Joscelyne and Trägårdh, 2000). 

Les homogénéisateurs de type Microfluidizer® consistent à faire passer une pré-émulsion sous haute 

pression (de 5 à 100 MPa) dans un espace confiné. Le mélange sous pression est alors soumis à un 

mélange de turbulence hydrodynamique et de cavitation qui le fragmente en des gouttelettes de plus 

petite taille allant de 0,05 à 5 µm (Leal-Calderon et al., 2007).  

 

 

Figure 2.6. Techniques microfluidiques pour l’obtention 
d’émulsions monodisperses. Barre d’échelle : 200 µm. Image 
adaptée de (Joanicot and Ajdari, 2005). 

 

Les procédés à ultrasons représentent une alternative aux procédés d’émulsification mécanique. Les 

émulsions issues de ce type de système peuvent être très petites et très stables (Delmas et al., 2011). La 

taille des gouttes obtenue dépend de la puissance ultrasonore, de la tension interfaciale et de la 

viscosité de chaque phase. Elles peuvent varier entre 40 nm (Leong et al., 2009) jusqu’à atteindre la 

centaine de microns (Abismaïl et al., 1999).  

La microfluidique (cf. Figure 2.6), du fait qu’elle permet un très bon contrôle des modes de 

déstabilisation des gouttes lors de leur formation (Bremond and Bibette, 2012), est la seule technique 

qui autorise l’obtention de distributions de tailles parfaitement monodisperses en contrôlant les débits 

et les géométries des systèmes. Du fait des contraintes de microfabrication, les tailles des gouttes 

varient généralement entre 10 et quelques centaines de microns de diamètre, et les volumes produits 

sont faibles. Dans le cadre de notre travail, nous avons utilisé un émulsificateur de type Couette, dont 

nous détaillerons le principe dans le chapitre 3. 
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V. Applications des émulsions en pharmacologie 
Comme nous l’avons évoqué plus haut, les émulsions sont des matériaux dont l’usage est très 

répandu. Dans la suite, nous décrirons succinctement quelques applications pharmaceutiques pour la 

délivrance de principes actifs et les expériences de recherche pour lesquelles les émulsions ont été 

utilisées comme outils pour répondre à des questions biophysiques et/ou biologiques.  

V.1. Administration de principes actifs  
L'utilisation de dispersions lipidiques, tels que des émulsions H/E ou des liposomes, comme vecteurs 

de principes actifs ou agents thérapeutiques lipophiles suscite un intérêt important depuis plus d’une 

cinquantaine d’années (Hashida et al., 1977; Hashida et al., 2005; Kawakami et al., 2000; 

Mizushima, 1996). En effet, de nombreux principes actifs courants comme les molécules 

anticancéreuses, la prostaglandines E1, le diazépam ou les anti-inflammatoires non stéroïdiens ont un 

caractère lipophile qui nécessite leur encapsulation dans un corps lipidique pour augmenter leur 

solubilité dans le plasma sanguin et limiter leur élimination par les diverses voies de dégradation de 

l’organisme. La distribution des principes actifs nécessite donc de considérer plusieurs paramètres 

tels que la voie d’administration, la taille des particules de transport, la composition lipidique, la 

diffusion ou relargage des agents d’intérêt ainsi que les propriétés de surface.  

 

 

Figure 2.7. Représentation schématique d’un 
liposome contenant un principe actif encapsulé au 
sein de la bicouche lipidique. Source : CNRS – 
Sagascience - François Caillaud. 

 

Les liposomes sont des vésicules sphériques constituées d’une double couche lipidique de 

phospholipides (cf. Figure 2.7) souvent associés avec d’autres molécules (cholestérols, 

sphingolipides, glycolipides, …) et contenant un compartiment aqueux (Gregoriadis, 1976; Samad et 

al., 2007). Ce sont d’excellents vecteurs de principes actifs hydrophiles et lipophiles, ces derniers 

étant dissous dans la membrane ou présents sous forme cristalline dans le compartiment aqueux 

interne. Cependant et malgré leur caractère non toxique et biocompatible, ils présentent des 

inconvénients relatifs à leur faible stabilité et au fait qu’ils ne peuvent être produits en grandes 

quantités (Hashida et al., 2005).  
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Table 2.2. Liste non exhaustive des formulations commerciales d’émulsions disponibles en 2004 sur le 
marché. Les émulsions à base d’huiles fluorées sont majoritairement utilisées comme sang artificiel ou agents 
de contraste (Tamilvanan, 2004).  
 

Les émulsions peuvent pénétrer dans le corps à travers différentes voies d’administration : par voie 

topique (à travers la peau), par voie entérale (via le tractus gastro-intestinal), par voie parentérale 

(intraveineuse, intramusculaire ou sous-cutanée) et plus rarement par voie respiratoire (aérosols, 

inhalations). Toutes les émulsions destinées à être administrées par voie intraveineuse (parentérale) 

sont de type H/E et doivent être stériles, isotoniques, non toxiques, biodégradables, de tailles bien 

contrôlées et stables d’un point de vue physico-chimique afin de répondre aux exigences de la 

pharmacopée (Leal-Calderon and Cansell, 2012).  

Pour les applications pharmaceutiques parentérales (IV) (cf. Table 2.2), on utilise souvent des huiles 

végétales en raison de leur biocompatibilité et la bonne stabilité de leurs émulsions dans le temps 

(Hashida et al., 2005). Les huiles végétales comme l’huile de soja sont riches en triglycérides, 

biodégradables et connues pour leur pouvoir immunogène (Deckers et al., 2004). Pour stabiliser les 

émulsions l’ajout de tensioactif est nécessaire. Le plus souvent des tensioactifs naturels tels que les 

phospholipides sont utilisés (Hashida et al., 2005) cependant on trouve aussi dans les formulations 

commerciales des tensioactifs synthétiques non ioniques comme par exemple ceux des séries des 

Span, Tween ou Poloxamer (Rowe et al., 2006). Les émulsions correctement formulées restent 

stables pendant le stockage et ont une capacité de solubilisation des substances actives très élevée, 

(Kawakami et al., 2000). 
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V.2. Circulation des émulsions et optimisation de leur durée de vie 
L’un des objectifs de l’administration de principes actifs par voie parentérale est principalement 

d’éviter leur élimination par le système immunitaire plus particulièrement par le système réticulo-

endothélial et augmenter leur durée de vie dans la circulation sanguine. Ces mécanismes 

d’élimination diminuent les doses qui atteignent finalement les tissus cibles mais peuvent aussi 

engendrer des effets indésirables ou toxiques au niveau de certains tissus suite à l’accumulation des 

ces principes actifs éliminés dans les organes tels que le foie ou les reins. 

Maranhao et al. ont démontré que la composition en cholestérol et le type de phospholipides utilisé 

est une propriété essentielle dans la détermination de la durée de vie des émulsions dans la 

circulation sanguine (Maranhao et al., 1986). De plus, Kawakami et al. ont montré que l’utilisation 

de vecteurs de tailles et de compositions lipidiques bien contrôlées joue un rôle important dans 

l’augmentation de la durée de vie des émulsions dans le compartiment sanguin (Kawakami et al., 

2000). Ainsi, plus les particules sont petites (diamètre aux alentours de 100 nm), plus elles éviteront 

d’être piégées par les organes du système réticuloendothélial (Kurihara et al., 1996). Non seulement 

la taille des gouttes est un paramètre important pour dévier le piégeage dans les organes d’excrétion 

comme les reins, mais elles doivent être suffisamment petites pour écarter les risques de blocage des 

vaisseaux sanguins (embolie graisseuse). 

Dans l’acception générale, les gouttes d’émulsions circulant dans le sang sont très vite opsonisées et 

reconnues par les cellules du système immunitaire qui les élimine par endo- ou phagocytose (cf. 

Figure 2.8).  

 
Figure 2.8. Représentation schématique de la phagocytose des gouttes opsonisées par les protéines du plasma 
sanguin. Image adaptée de (Leal-Calderon and Cansell, 2012). 
 

Bien que ce phénomène soit fondamental pour la formulation de systèmes d’encapsulation efficaces, 

à notre connaissance, très peu d’études sont consacrées à l’analyse protéomique des protéines 

adsorbées à la surface de gouttes d’émulsions lorsque celles-ci sont dispersées dans un plasma 

sanguin (Harnisch and Müller, 2000; Tamilvanan et al., 2005). La Figure 2.9 montre que pour des 

émulsions composées d’huile de soja, de triglycérides et stabilisées par de la lécithine, l’interface est 
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majoritairement peuplée par des apolipoprotéines et des immunoglobulines. La proportion relative de 

ces différentes protéines varie de façon non linéaire avec la concentration en plasma sanguin dans la 

solution. La Figure 2.10 montre que la charge des gouttes influence la réapartition des espèces 

adsorbées à l’interface. Par comparaison, les récentes études relatives à l’étude protéomique des 

molécules adsobées sur des particules solides comme du polystyrène montrent des profils 

d’adsorption très différents, à la fois en termes de type de protéines à l’interface, mais aussi en 

termes de composition (Lundqvist et al., 2008; Tenzer et al., 2013). 

 

 

Figure 2.9. Proportion relative des principales 
protéines du plasma sanguin adsorbées à la surface 
d’émulsions d’huile de soja et de triglycérides 
stabilisées par de la lécithine (Lipofundin MCT). Les 
histogrammes donnent la variation en fonction de la 
concentration massique en plasma sanguin (Harnisch 
and Müller, 2000). 

Figure 2.10. Proportion relative des principales 
protéines du plasma sanguin adsorbées à la surface 
d’émulsions de formulations et charges différentes 
(Tamilvanan et al., 2005). 

La durée de vie d’une émulsion encapsulant des principes actifs peut être améliorée par une 

fonctionnalisation de surface adéquate. Par exemple, en fonctionnalisant la surface des émulsions 

avec du polyéthylène glycol (PEG, le polymère le plus couramment utilisé pour éviter le processus 

d’élimination des vecteurs de principes actifs), on améliore leur durée de vie (Hamidi et al., 2008). 

En effet, la présence de PEG induit un encombrement stérique et permet d’inhiber l’adsorption des 

opsonines à la surface des gouttes, d’esquiver l’élimination par le système réticulo-endothélial et de 

prolonger ainsi le temps de circulation.  
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Liu et al. (Liu and Liu, 1995) ont étudié l’effet de la longueur de la chaine de polymère (PEG-PE 

1000, 2000 and 5000), et ont montré que pour une masse molaire de 2000 g.mol-1, le temps de 

circulation des émulsions dans le sang était prolongé. En effet, 30 minutes après l’injection de 

l’émulsion, il restait 70% de la dose initiale injectée de l’émulsion contenant du PEG 2000, 60% de 

celle contenant du PEG 5000 et 47% de celle contenant du PEG 1000. Six heures après l’injection 

des émulsions, celle ne contenant que des phospholipides (lécithine) était totalement éliminée de la 

circulation sanguine alors qu’il restait 25% de la dose initiale injectée de l’émulsion contenant du 

PEG 2000.  

V.3. Vectorisation et administration ciblée de principes actifs 
Outre la solubilisation et l’augmentation du temps de résidence en circulation d’un principe actif, on 

voudrait de plus faire en sorte qu’il soit délivré de manière ciblée au sein de l’organisme, notamment 

pour éviter des effets secondaires sur les organes sains et diminuer les doses administrées. Ce ciblage 

actif peut être obtenu par la présence de ligands biologiques à la surface des gouttes d’émulsions qui 

seront reconnus de manière spécifique par les tissus d’intérêt (Winter et al., 2003). La 

fonctionnalisation des surfaces peut se faire par des immunoglobulines ou leurs fragments de petits 

poids moléculaire (Song et al., 1996), des saccharides (Iwamoto et al., 1991) ou peptides 

(Tamilvanan, 2004), souvent couplés à une chaine de polyéthylène glycol en tant que bras espaceurs. 

De cette manière les ligands possèdent une plus grande liberté de mouvement qui favorise leur 

reconnaissance par les récepteurs spécifiques de la cible.  

 

VI. Applications des émulsions en biophysique 
Plusieurs études ont été publiées, relatives à l’utilisation d’émulsions comme outils pour comprendre 

ou tout du moins questionner certains phénomènes biologiques comme l’adhésion cellulaire, 

l’activation de lymphocytes ou la génération de forces pendant l’embryogénèse.  

En 2002, Ravaine et al. ont montré que des gouttes d’émulsions, chargées positivement grâce à 

l’incorporation d’un lipide utilisé pour la transfection, étaient capable d’adhérer à la surface chargée 

négativement de cellules J774 (Ravaine et al., 2002). L’adhésion s’accompagne de la formation d’un 

angle de contact qui permet de relier l’énergie d’adhésion à la densité de lipides présents à l’interface 

des gouttes (cf. Figure 2.11). 
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Figure 2.11. Goutte d’émulsion adhérant à une cellule 
J774 grâce à l’incorporation de lipides cationiques 
(DOTAP) dans l’huile. L’adhésion fait apparaître un 
angle de contact de 120° environ (Ravaine et al., 
2002). 

 

Fattaccioli et al. (Fattaccioli et al., 2008) ont exploré la capacité des émulsions à adhérer de manière 

spécifique à des surfaces modèles solides et notamment la relation entre la le nombre de liens ligand-

récepteur entre la goutte et le substrat et la formation d’un angle de contact macroscopique (cf. 

Figure 2.12). Dans ces expériences, des gouttes fonctionnalisées par de la biotine et de la 

streptavidine adhèrent à des surfaces de verre fonctionnalisées par de la biotine. Cette 

fonctionnalisation peut se faire directement sur le verre (Fattaccioli et al., 2008) ou sur une bicouche 

lipidique fluide qui apporte de la mobilité aux ligands de la surface solide (Emerard, 2010). 

Lors de l’adhésion spécifique au substrat, l’angle de contact et l’énergie d’adhésion augmentent 

linéairement en fonction de la densité de liens entre la goutte et la lamelle. Les observations 

microscopiques ont montré qu’independamment de la quantité de liens, la streptavidine présente à la 

surface de la goutte est recrutée dans la zone de contact avec le substrat et que ce recrutement tend à 

créér une zone dense en protéines par seule diffusion passive bidimensionnelle (cf. Figure 2.13). 

  
Figure 2.12. Schéma représentatif d’une goutte 
d’émulsion fonctionnalisée par des streptavidines 
fluorescentes et mobiles sur la surface. La goutte 
adhère sur une lamelle de verre avec formation 
d’un angle de contact (Fattaccioli et al., 2008).  

Figure 2.13. Images en transmission, en RICM, et en 
épifluorescence de gouttes d'émulsion fonctionnalisées 
avec de la streptavidine fluorescente (vert) et 
adhérentes à des lamelles de verre (a) non 
fonctionnalisées et (b) biotinylées. Dans les deux cas, 
les gouttes adhèrent au substrat avec la formation 
d’une zone de contact, néanmoins plus dense en (b). 
Échelle : 5 "m. 
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FIG. 1. Typical adhesive conjugates. (A) J774 cells, Cc = 5 × 105 cells/ml
with droplets, φ = 1.5%; D = 10−3 M. A contact angle of 120◦ was measured.
(B) Droplets of double emulsion made of myristate isopropyle, fluorescent
dextran-containing water droplets. Left: transmission and fluorescence images
overlies, right: fluorescence only. Surface tension is decreased compared to (A)
and contact angle is increased.

droplets per cell, Nc, was equal to one. The adhesion efficiency,
f = 1

N ∗ , is plotted as a function of D, the loading DOTAP con-
centration, and shown in Fig. 2. It increased toward unity, accord-
ing to an S-shaped curve that strongly suggested the need for a
threshold DOTAP concentration to efficiently achieve adhesion
onto the cell. From the contact angle value, we get an estimate
of the energy of adhesion per surface unit, wa , according to the
Young–Dupré law,

wa = γ (1 − cos θ ), [1]

where γ is the surface tension and θ the macroscopic contact
angle schemed in Fig. 1A. Contact angles were estimated by
drawing tangential lines at the contact line between the droplet
and the cell. Only plates where the objects were properly ori-
ented, i.e., the contact plane was roughly perpendicular to the
observation plane, were used for the analysis. The droplet ten-
sion, γ , was measured using the spinning droplet technique. The
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FIG. 2. Adhesion efficiency, f , as a function of D, the DOTAP. Contact
between droplets of myristate isopropyle stabilized by a neutral triblock polymer
synperonic F-68 and J774 cells as in (note 2).

interfacial tension of the nonionic droplets (isopropyl myris-
tate/water interface stabilized with Synperonic 68) was found to
be higher than 5 mN/m, which is the upper value that can be ob-
tained using the spinning droplet technique. Nonionic–cationic
mixed films displayed much lower surface tension values. Upon
DOTAP addition, from 10−4 and 10−2 M in DMEM, we found
statistically dispersed values between 0.08 mN m−1 and 0.22 mN
m−1. A mean γ value of 0.14 mN/m, with a standard error of the
mean equal to 0.08 mN/m, was used to calculate the energy of
adhesion. The large γ value dispersion prevented from precise
determination of the energy of adhesion. Nevertheless, a good
estimate of the order of magnitude of this parameter and efficient
probing of its evolution as a function of DOTAP concentration
were possible.

The adhesive energy is plotted against D in Fig. 3. It remained
essentially constant over the whole explored D range and was
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FIG. 3. Energy of adhesion as a function of DOTAP. The energy of adhesion
has been calculated using the experimental values of the contact angles obtained
for various DOTAP concentrations and the Young–Dupré law. A mean value of
the surface tension equal to 0.14 mN/m was taken.
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Bourouina et al. ont étudié l’adhésion entre gouttes fonctionnalisées par des molécules adhésives 

complémentaires (Bourouina et al., 2011). Les expériences ont là encore montré que l’adhésion 

s’accompagne d’un recrutement des ligands dans la zone de contact (cf. Figure 2.14). L’origine du 

phénomène de recrutement n’est à l’heure actuelle pas totalement élucidée, mais pourrait n’être 

qu’une conséquence d’un environnement physico-chimique plus favorable dans la zone de contact 

pour les ligands.  

Les gouttes d’émulsions ont été utilisées pour étudier la mécanique de l’adhésion cellulaire et plus 

précisément le rôle de la pression homéostatique. À cet effet, la aussi des gouttes fonctionnalisées 

par le couple biotine-streptavidine et assemblées en 3D ont été soumises à une compression externe. 

Il a été démontré qu’une pression seuil est nécessaire pour dépasser la répulsion électrostatique et la 

limite d’élasticité surfacique pour établir une adhésion par la liaison des protéines (Pontani et al., 

2012). 

  
Figure 2.14. Time-lapse en transmission et en 
fluorescence de la micromanipulation de gouttes 
fluorescentes fonctionnalisées par la streptavidine en 
contact avec des gouttes non fluorescentes 
fonctionnalisées par la biotine (Bourouina et al., 
2011). Échelle : 5 "m. 

Figure 2.15. Images en time-lapse montrant les 
principales étapes dynamiques de la formation d’une 
zone de contact entre des cellules T et des gouttes 
fonctionnalisées avec des anti-CD3 (Bourouina et al., 
2012). Échelle : 5 "m. 

 

Les émulsions peuvent être utilisées pour des études impliquant des cellules à l’echelle de l’objet 

unique. En effet, Bourouina et al. (Bourouina et al., 2012) ont montré que des gouttes 

fonctionnalisées par des anti-CD3 pouvaient se lier et être internalisées par des lymphocytes T de 

type Jurkat. L’adhésion des gouttes aux cellules s’accompagne d’un recrutement des anti-CD3 dans 

la zone de contact qui colocalisent avec les récepteurs de la cellule. Ce recrutement est permis par la 

fluidité de l’interface et n’est pas observable lorsqu’on utilise des surfaces solides comme des billes 

de polystyrène. 
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Figure 2.16. Gouttes d’huiles sphériques en solution 
et intégrées entre les cellules embryonnaires en tant 
que capteurs de force (Campàs et al., 2013). Barre 
d’échelle : 20 "m. 
 

 

Du fait de l’existence d’une tension de surface, les émulsions H/E sont déformables et peuvent être 

utilisées comme capteurs de force en analysant leur déformation. Ce principe a été mis en œuvre par 

Campàs et al. (Campàs et al., 2013) pour la mesure des forces mécaniques générées par les cellules 

pendant la croissance des tissus et l’embryogénèse. Des gouttes fonctionnalisées avec des protéines 

d’adhésion comme les cadhérines ont été introduites entre les cellules dans les tissus (cf. Figure 

2.16). La mesure du stress mécanique exercé par le tissu sur les gouttes a été effectuée par une 

analyse de la courbure gaussienne de la goutte dont la tension de surface était bien caractérisée. 

VII. Gouttes d’émulsions pour l’étude de la phagocytose 
L’utilisation des gouttelettes d’émulsions pour la compréhension des mécanismes de phagocytose 

remonte à 1973 lorsque Stossel et al. (Stossel et al., 1972) ont étudié les effets de différentes drogues 

et hormones sur la vitesse initiale d’internalisation de gouttes constituées d’huile minérale et 

fonctionnalisées avec des macromolécules courantes comme l’albumine ou la gélatine. Cette étude a 

montré que l’utilisation de tensioactifs non ioniques pour la formulation des gouttes inhibait la 

phagocytose, alors que la présence de charges cationiques ou anioniques à la surface avait tendance à 

la stimuler. Cette observation est en accord avec ce qui avait été mesuré par Tabata et al. (Tabata and 

Ikada, 1988) pour des particules de polymère, et a été confirmée pour des émulsions formulées avec 

du poloxamer par Davis et al. (Davis and Hansrani, 1985). 

Plusieurs études se sont inspirées de la méthode de préparation des émulsions proposée par Stossel et 

al., pour la formulation de gouttes d’huile de paraffine contenant de la cholestanone comme 

marqueur de spin et fonctionnalisées cette fois-ci avec du lipopolysaccharide (LPS), de la BSA ou 

encore des protéines du complément (Ito et al., 1981; Matsui et al., 1983). Ces études ont apporté de 

nouvelles réponses quand aux effets de la température d’incubation, la présence de cations divalents 

et de certains inhibiteurs dans le milieu extracellulaire.  

En effet, la présence de Ca2+ et Mg2+ dans le milieu d’incubation avec les cellules est essentielle pour 

l’étape d’attachement de la particule à la surface de la cellule mais n’ont aucun effet sur l’étape 
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d’ingestion. Par ailleurs, l’utilisation d’une drogue inhibitrice de la polymérisation de l’actine, la 

cytochalasine B, inhibe les deux étapes, tandis que la colchicine n’inhibe que l'étape de fixation. Des 

effets de la température d’incubation sur l’efficacité de l’internalisation ont aussi été observés. Ainsi, 

de faibles températures diminuent considérablement le nombre de particules opsonisées attachées à 

la surface de la cellule. De plus, les constantes de vitesse de l’ingestion diminuent aussi pour des 

températures inférieures à 30°C. 

Plus récemment, Hsu et al. (Hsu and Peng, 2001) ont étudié la phagocytose de gouttes d’émulsions 

de perfluocarbone préparées avec comme surfactants du Rf-PEG (perfluoalkylé), pluronic F-68 et 

des phospholipides de jaune d’œuf. Ils ont démontré que la présence du tensioactif PEG modifié 

induisait l’inhibition de la phagocytose (Hsu and Peng, 2001).  

 

Toutes ces études sont des études macroscopiques réalisées à partir de techniques analysant un grand 

nombre de cellules à la fois : RMN (Hsu and Peng, 2001), RPE (Matsui et al., 1983), radiomarquage 

(Forsgren et al., 1977), densité optique (Stossel et al., 1972), etc. Bien que quantitatives, elles ne 

permettent pas d’avoir des informations sur les phénomènes à l’échelle de la cellule unique, et ne 

sont réalisées qu’avec des matériaux assez peu caractérisés. Par exemple, les distributions de tailles, 

concentrations en objets et caractérisation fine des surfaces sont souvent des données manquantes qui 

rendent difficile une analyse microscopique de la phagocytose des émulsions. 

 

.  
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Objectifs du travail de doctorat : Vers de nouveaux matériaux 
	
  
Jusqu’à présent, la majorité des études concernant la phagocytose utilise des particules de polymère. 

Elles représentent donc un matériau de choix pour la modélisation du processus de phagocytose. En 

plus d’avoir des tailles et des morphologies bien contrôlées, on peut fonctionnaliser leurs surfaces 

avec des protéines biologiquement actives ainsi que des molécules chimiques. Elles sont ainsi 

parfaitement internalisées dans diverses lignées cellulaires, donnant accès à de nombreux paramètres 

qui gouvernent le processus de phagocytose. Bien que ces modèles de particules représentent un 

système très pratique et flexible pour des analyses pertinentes dans la compréhension du phénomène 

de phagocytose, leur utilisation comporte toutefois certaines limites.  

 

En effet, nous avons soulevé, des études présentées dans ce chapitre, un point essentiel qui est la 

sensibilité du processus de phagocytose aux paramètres physiques (i.e taille, géométrie, etc) et 

mécaniques de la particule cible à internaliser. Ainsi, il a été démontré que dans le cas des billes de 

polyacrylamide fabriquées avec différents degrés de réticulation, les particules rigides qui en 

résultent sont plus efficacement internalisées que celles qui sont déformables (Beningo and Wang, 

2002). Ces dernières ne permettent pas la formation du cup d’actine qui initie l’internalisation 

suggèrant l’existence d’une mécano-sensibilité cellulaire durant la phagocytose.  

Par ailleurs, on sait depuis plusieurs années maintenant que selon les interactions et sollicitations 

mécaniques de son environnement, la cellule modifie son comportement en réponse à ces signaux. 

Les stimulis mécaniques par exemple, peuvent activer la migration cellulaire à travers la 

réorganisation du cytosquelette et les adhésions focales, (Heidemann and Kaech, 1999; Riveline et 

al., 2001). Ainsi, la signalisation mécanique peut jouer un rôle tout aussi important dans le processus 

de phagocytose. 

Les particules de polymères en polystyrène, du fait de leur rigidité, ne donnent pas accès au 

comportement des cellules en réponse à des sollicitations mécaniques.  

 

Par ailleurs, nous avons vu que la fonctionnalisation des particules de polymères, qui vise la 

reconnaissance pas les macrophages en tant qu’objets cibles, n’est pas totalement représentative de 

ces derniers. En effet, un paramètre essentiel des cellules phagocytées par les macrophages réside en 

la mobilité latérale des antigènes présents à leurs surface (Berk and Hochmuth, 1992; Cherry, 1979; 

Edidin and Zuniga, 1984). Cette mobilité ne peut être reproduite par des particules de polymère 

solides. En effet, ces objets sont généralement opsonisés par des ligands fixés par adsorption non 

spécifique et ne peuvent diffuser à la surface pour répondre aux sollicitations des récepteurs de la 
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membrane cellulaire (Champion & Mitragotri, 2006b; Pacheco, White, & Sulchek, 2013; Sharma et 

al., 2010). Il serait donc plus intéressant pour le biologiste d’avoir recours à des objets déformables, 

modélisant au plus près le comportement cellulaire. 

 

Dans ce contexte, l’usage des gouttes d’émulsions est déjà très répandu dans différents domaines 

comme la cosmétique, l’agroalimentaire ou la pharmaceutique. Leur utilisation présente des 

avantages pratiques en termes de coût et de facilité de préparation tout en considérant la diversité des 

matières premières disponibles. Selon la taille (micro, nano, macro-émulsions), la composition du 

cœur des gouttes (naturelles ou synthétiques), la surface (présence de tensioactifs, phospholipides, 

antigènes, polymères…) on peut avoir accès à des gouttes avec des propriétés différentes. 

Ces gouttes ont précédemment fait l’objet d’études pour la compréhension du mécansime de la 

phagocytose. Bien que quantitatives, ces études ne donnent pas accès aux informations à l’échelle de 

la cellule unique ni d’autres éléments sur l’influence possible de la nature de l’interface liquide vs. 

solide. D’autre part, les résultats des expériences biophysiques réalisées avec des gouttes 

d’émulsions montrent que deux de leurs propriétés physico-chimiques sont intéressantes. Outre 

l’acccès à des densités contrôlées de protéines actives à leurs interfaces, les gouttes d’émulsions 

liquides présentent des surfaces totalement fluides qui peuvent être fonctionnalisées avec des ligands 

libres de diffuser à l’interface. 

 

Nous avons donc choisi de les utiliser en tant que système modèle pour l’étude et la compréhension 

du phénomène de phagocytose qui nous intéresse. Ces gouttes constituent un nouveau modèle plus 

proche des membranes des cellules cibles et permettent la modélisation de la diffusion latérale des 

antigènes à leurs surfaces. 

Ainsi, nous proposons, dans une première partie de l’étude, de fabriquer et de caractériser des 

gouttes d’émulsions d’un diamètre qui correspond à celui d’une cellule (7 µm). Au vu de la 

reconnaissance essentielle par les macrophages, les gouttes doivent être fonctionnalisées. La figure 

suivante présente un schéma de principe de la fonctionnalisation des gouttes. 

 

Représentation schématique de la méthode de 
fonctionnalisation utilisée permettant d’obtenir des 
gouttes fonctionnalisées avec des IgGs libres de 
diffuser à la surface. 
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Nous avons choisi de les fonctionnaliser par des immunoglobulines IgGs fluorescentes, latéralement 

mobiles à la surface. Dans une deuxième partie, nous étudierons la phagocytose de ces gouttes par 

des macrophages.  

On cherche tout d’abord à déterminer si les gouttes sont spécifiquement internalisées par les 

macrophages. La cinétique d’internalisation ainsi que l’influence de la densité d’IgGs en surface sur 

l’efficacité de la phagocytose seront étudiés. Par la suite, nous allons comparer ces résultats avec des 

billes de polystyrène dans la même gamme de taille et fonctionnalisées avec les mêmes densités 

d’IgGs. On veut déterminer s’il ya une différence dans la reconnaissance des deux types de 

particules. Enfin, des hypothèses seront établies nous permettant de conclure quand à l’intérêt de 

l’utilisation de nos objet pour la modélisation de la phagocytose induite par les récepteurs FcγR. 
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Préambule 
L’objectif est de construire et caractériser des objets pouvant être phagocytés de manière efficace dans 

les gammes de tailles correspondant à celles de cellules (5 – 10 µm). Pour avoir une reconnaissance 

spécifique, nous nous sommes intéressés plus particulièrement à la phagocytose induite par les 

récepteurs FcγR. Parmi les différents matériaux utilisables, les gouttes lipidiques liquides sont des 

candidats intéressants. En effet, ce sont des matériaux dont l’usage est très répandu comme vecteurs 

colloïdaux de médicaments pour diverses applications thérapeutiques (Tamilvanan, 2004). Des études 

récentes ont de plus montré que les gouttes peuvent être fonctionnalisées par des molécules d’intérêt 

biologique (Boukellal et al., 2004) latéralement mobiles à l’interface (Fattaccioli et al., 2008).  

Nous proposons donc de fabriquer et de caractériser des gouttes d’émulsions fonctionnalisées par des 

immunoglobulines IgGs, qui constituent un nouveau modèle pour l’étude de la phagocytose en culture 

in vitro. Dans ce cadre d’étude de la phagocytose, il y a plusieurs contraintes. Tout d’abord, pour avoir 

une particule modèle de cellules à phagocyter, il faut choisir une taille d’objet dans la même gamme.  

Nous avons donc construit des gouttes d’environ 7 µm de diamètre. Ensuite, pour avoir une 

reconnaissance spécifique par les récepteurs FcγR il faut présenter en surface les ligands spécifiques. 

Nous montrerons dans la suite qu’une adsorption directe des immunoglobulines n’est pas réalisable sur 

notre système, aussi nous avons opté par une fixation de type ligand-récepteur sur la surface de la 

goutte ayant une fonctionnalisation primaire en biotine.  
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I. Choix de la stratégie de fonctionnalisation 
Plusieurs méthodes peuvent théoriquement être mises en œuvre pour fonctionnaliser la surface de 

gouttes avec des immunoglobulines :  

1. La première serait d’adsorber directement les IgGs à la surface des gouttes. Outre le fait que 

l’adsorption n’est pas la méthode optimale pour avoir une bonne orientation des protéines et garder 

leur fonctionnalité intacte, nous montrerons par la suite que ce protocole n’est pas utilisable avec 

nos objets. 

2. La seconde serait de fonctionnaliser la surface des gouttes en créant une liaison covalente entre des 

molécules de l’interface eau/huile et des groupements présents dans la séquence primaire de la 

protéine (amino, carboxylique, etc.). Cette méthode a été mise en œuvre par Song et al. avec un 

couplage de type carbodiimide-sNHS entre des lipides DSPE-PEG-COOH et des anticorps (Song et 

al., 1996). Nous n’avons pas mis cette méthode en œuvre car là encore, nous n’avons aucun 

contrôle de l’orientation des IgGs à la surface. 

3. La troisième méthode serait d’introduire une fonctionnalisation primaire de type biotine à la 

surface des gouttes, puis d’utiliser des immunoglobulines anti-biotines. La fonctionnalisation 

primaire pourrait être réalisée de plusieurs manières :  

Fattaccioli et al. (Fattaccioli et al., 2008) ont fonctionnalisé des gouttes d’huile de soja avec de la 

biotine grâce à un protocole de type EDC-sNHS (Hermanson, 2013) les acides carboxyliques 

présents naturellement à la surface de l’huile par de la biotine amino-modifiée (NH2-PEO3-

Biotine). Ces groupements COOH sont la conséquence de l’existence d’acides libres dans l’huile 

qui agissent comme surfactants pour l’émulsion (cf. Figure 3.1).  

	
  
Figure 3.1.Représentation schématique de la méthode de fonctionnalisation de la surface en deux étapes 

(Fattaccioli, 2006). 

Alors que ce protocole fonctionne très bien dans le cas ou l’on veut attacher aux gouttes, dans un 

second temps, de la streptavidine, nous n’avons pas été en mesure d’obtenir des résultats convaincants 

dans le cas de l’utilisation d’immunoglobulines anti-biotines.  
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Figure 3.2. Schéma représentatif de la méthode 
utilisée. À l’aide de phospholipides biotinylées 
dissouts dans l’huile nous pouvons faire interagir des 
anti-biotines efficacement orientées et totalement 
libres de diffuser à l’interface. 

 

Finalement, nous avons opté pour l’utilisation de phospholipides biotinylés, le DSPE-PEG2000-Biotine, 

que nous avons dissout dans l’huile avant de réaliser les émulsions. Cette approche de 

fonctionnalisation est plus simple et rapide que les méthodes décrites si-dessus, et avait déjà été mise 

en œuvre dans le passé par d’autres groupes (Pontani et al., 2012; Trichet et al., 2007; Winter et al., 

2003). A priori, cette solution de fonctionnalisation présente tous les avantages, tant en terme de 

fluidité de l’interface qu’en terme d’orientation des immunoglobulines vis-à-vis des récepteurs 

cellulaires (cf. Figure 3.2). Pour être capables de caractériser simplement la fonctionnalisation, mais 

aussi faciliter la visualisation de la dynamique spatio-temporelle des immunoglobulines lors du 

processus de phagocytose, nous avons choisi de travailler avec des IgGs fluorescents.  

Dans la suite, nous allons premièrement décrire succinctement les matériaux utilisés pour réaliser les 

gouttes. Ensuite, nous détaillerons les deux méthodes de fabrication des émulsions que nous avons 

utilisées, l’une permettant d’obtenir des distributions monodisperses. Nous décrirons alors les 

méthodes de caractérisation de la taille et de la surface des gouttes. Enfin, je décrierai rapidement les 

protocoles de fonctionnalisation de billes de polystyrène par des immunoglobulines, leur 

caractérisation ainsi que l’objectif de leur utilisation.  

 

II. Matériaux utilisés 
 

Huile de soja. Les émulsions que nous avons étudiées sont des émulsions directes d’huile dans l’eau. 

Nous avons choisi d’utiliser l’huile de soja, car c’est une huile végétale biocompatible et largement 

utilisée dans les applications pharmaceutiques qui font intervenir le relargage de principes actifs 

(Abdekhodaie et al., 2012).  

L’huile de soja est riche en acides gras polyinsaturés et notamment en acides gras essentiels alpha 

linolénique (cf. Table 3.1). Elle contient majoritairement de l'acide oléique (16%), de l'acide linoléique 

(50%), et de l'acide alpha-linolénique (12 %) (Ivanov et al., 2010). Les suspensions de gouttes d’huile 

de soja sont très stables (Chung et al., 2001). Cette stabilité est due à la composition riche en 
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triglycérides, molécules amphiphiles, et des traces d’acidité libre qui chargent négativement les gouttes 

et jouent le rôle de surfactants anioniques. La fraction en acides libres de l’huile de soja utilisée dans 

nos expériences a été analysée par le laboratoire CETIOM avec l’aide de M. T. Chardot (Institut Jean-

Pierre Bourgin, UMR1318 INRA-AgroParisTech) et varie entre 0,05 et 0,1%m/m en fonction de l’état 

de vieilissement de l’huile.  

 

Types d’acides gras Pourcentage (%w/w) 

Acide palmitique (C16: 0) 16,95 ± 0.09 

Acide stéarique (C18: 0) 5,15 ± 0.32 

Acide oléique (C18: 1, cis) 16.0 ± 0.21 

Acide linoléique (C18: 2, cis : cis) 47,57 ± 0.15 

Acide linolénique (C 18: 3) 12,11 ± 0.17 

Acide arachidique (C20: 0) 1,40 ± 0.30 

Table 3.1. Composition en acides gras (%w/w) de l’huile de soja (Ivanov et al., 2010). Le composant principal est 
l’acide linoléique C18: 2. 
 

Alginate de sodium. Les alginates sont des polysaccharides issus d'algues brunes. Les alginates sont 

utilisés comme épaississants, gélifiants, émulsifiants et stabilisants de produits industriels tels que les 

gelées alimentaires, les produits de beauté, et les peintures. L’ajout d’alginate de sodium permet 

d’augmenter la viscosité de la phase aqueuse ce qui permet une bonne fragmentation ultérieure. La 

formule chimique de l’alginate est présentée dans la Figure 3.3. 

 
Figure 3.3. Formule chimique de l’acide alginique. Dans notre cas, nous utilisons de l’alginate de sodium. 
 

Poloxamer 188 (Pluronic F68 ou Synperonic F68). Le Poloxamer 188 est un tensioactif de type 

copolymère tribloc formé de deux branches hydrophiles de polyéthylène glycol et d’une branche 

hydrophobe de polypropylène glycol (cf. Figure 3.4), couramment utilisé dans des formulations 

pharmaceutiques. En fonction du fabricant ou du fournisseur, il peut avoir pour nom commercial 

Pluronic F68 ou Synpéronic F68. On trouve commercialement des milieux de culture contenant une 

grande quantité de Pluronic F68 (jusqu’à 10% en masse) car ce dernier a un effet bénéfique sur la 

cicatrisation des pores de membranes cellulaires qui peuvent se former suite à des stress mécaniques 

liés par exemple au transport (Maskarinec et al., 2002). Le Pluronic F68 a une masse molaire de 8400 
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g.mol-1  et les bras PEG ont une longueur d’une dizaine de nanomètres lorsque le surfactant est adsorbé 

sur une surface de polystyrène (Lee et al., 1989). Sa CMC (Maskarinec et al., 2002) est de 0,125 

mmol.L-1 (0,1 %m/m). 

 
Figure 3.4. Le Pluronic F68 (Poloxamer 188) est composé d’un copolymère triblocs constitué d’une chaine 
centrale polyoxypropylène hydrophobe et de deux chaines hydrophiles polyoxyéthylène (formule générale : 
HO(C2H4O)a(C3H6O)b(C2H4O)aH), x = z = 76 et y = 30.  
 

Tween 20. Le Tween 20 ou Polysorbate 20 (cf. Figure 3.5) est un tensioactif ethoxylé non toxique 

utilisé comme excipient dans les applications pharmaceutiques en tant que stabilisant des émulsions et 

des suspensions (Verbrugghe et al., 2010). Sa CMC (Hsu and Nacu, 2003) est égale à 0,05 mmol.L-1 

(0,0074 %m/m). 

 

Figure 3.5. Formule chimique du Tween 20 
ou Polysorbate 20. On a w+x+y+z = 20. 

 

Phospholipides biotynilés. Pour réaliser la fonctionnalisation primaire des émulsions, nous avons 

incorporé à l’huile des phospholipides biotinylés de type DSPE-PEG2000-Biotine (Figure 3.6) 

(distearoylphosphoethanolamine). La biotine, à la tête du phospholipide, de part la nature hydrophile 

du PEG, va se mettre à la surface des gouttes et permettre la liaison aux immunoglobulines anti-

biotines fluorescentes décrites ci-dessous. La longueur du bras espaceur PEG est d’environ 4 nm 

(Efremova et al., 2000). 

!
Figure 3.6. Le phospholipide biotinylé DSPE-PEG2000-Biotine a la formule chimique suivante C124H280N5O56PS 
(MW=3016,78 g.mol-1). Ce lipide est constitué d’un espaceur hydrosoluble et d’une biotine. Les deux chaines 
aliphatiques hydrophobes vont se solubiliser dans l’huile.!
 

IgGs anti-biotines fluorescentes. Les immunoglobulines utilisées pour fonctionnaliser les gouttes 

sont des IgGs de souris (isotype : IgGk, clone : 3D6.6) fournie par la société Jackson Immunoresearch 

(West Grove, PA). Pour aider à la visualisation microscopique, nous avons utilisé des IgGs 

fonctionnalisés par des fluorophores Alexa 488 (cf. Figure 3.7). L’immunoglobuline peut se lier par sa 
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partie Fab à deux antigènes, et par sa partie Fc à des récépteurs de type Fcγ. Grâce à leur forte affinité 

aux récepteurs Fc portés par les phagocytes, KD de l’ordre de 5 10-7 à 10-10 M (Jeong et al., 2010) (5 

107 ≤ Ka ≤ 1010 M−1). La constante de dissociation du complexe biotine/IgGs anti-biotines en solution 

est élevée, de l’ordre de 10-9 mol.L-1 (Jung et al., 2008).  

 

 

Figure 3.7. Spectre normalisé d’absorption et d’émission 
du fluorophoe Alexa 488 (λExc = 495 nm, λEm=520 nm). 
Les spectres sont similaires à ceux de la fluorescéine. 

 

III. Réalisation d’émulsions 
L’opsinisation des gouttes s’effectue en utilisant des émulsions présentant des groumements biotine à 

leur surface puis en attachant à ces biotines des IgGs anti-biotines. La fonctionnalisation primaire est 

réalisée en dissolvant des phospholipides biotynilées de type DSPE-PEG2000-Biotine. 

Pour la fabrication de nos gouttes, nous avons choisi d’utiliser deux méthodes distinctes de fabrication: 

(i) fragmentation avec un mortier en agate et (ii) méthode de fragmentation avec un émulsificateur de 

Couette. Cette méthode nous permet d’avoir des gouttes avec des distributions de tailles très serrées et 

constituent un bon modèle pour l’étude des mécanismes biophysiques qui nous intéressent.  

III.1. Réalisation d’émulsions polydisperses par cisaillement dans un mortier 
Cette technique nous permet simplement et rapidement d’apprécier la qualité de fonctionnalisation des 

gouttes en n’utilisant que de faibles quantités de produits mais aussi d’avoir des résultats rapides de 

tests préliminaires de molécules biologiquement actives (streptavidine, immunoglobulines, biotine, 

etc). Dans ce cas, la fabrication de l’émulsion se fait manuellement en imposant une contrainte 

mécanique qui fournit l’énergie nécessaire à la création des interfaces des gouttes grâce au pilon et 

mortier.  

Pratiquement, nous déposons tout d’abord un volume de 500 µL de phase continue contenant de l’eau, 

15%m/m de Pluronic F68 et 1%m/m d’alginate de sodium au fond du mortier. Ensuite, nous ajoutons peu 

à peu 1,5 mL d’huile de soja éventuellement complémentée en phospholipides (voir protocole dans la 

partie Annexes). 
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Cette technique conduit à des distributions polydisperses de petite taille comme on peut le voir dans la 

Figure 3.8. Nous avons utilisé ces objets dans les expériences préliminaires de phagocytose dans 

lesquelles nous avons évalué l’effet de la taille des objets sur l’internalisation.  

 

(a) (b) 

 

 
Figure 3.8. (a) Image du mortier en agate utilisé. (b) Distribution des gouttes d’émulsion faites au mortier en 
fonction de la taille obtenue à partir d’analyse d’images du microscope par le logiciel d’imagerie Image J. 
L’émulsion est polydisperse avec un diamètre moyen < 5 "m pour 60% des gouttes. 
 

III.2. Réalisation d’une émulsion monodisperse en utilisant la “Cellule de 

Couette ” 
La taille des gouttelettes que nous voulons fabriquer est un paramètre clé dans le sens où nous voulons 

construire des objets dans les gammes de tailles correspondant à celles des cellules et qui sont de 

l’ordre d’une dizaine de microns. Ces gouttes doivent avoir une distribution de tailles monodisperse. 

Pour la fabrication de ces émulsions, nous avons utilisé un émulsificateur de Couette dont le principe a 

été développé par Mason et al. (Mason and Bibette, 1997) et étudié par Mabille et al. (Mabille et al., 

2000). 

Cette technique permet d'obtenir des tailles de gouttelettes inférieures à 10 µm, pour des systèmes 

présentant une viscosité importante en soumettant une première émulsion grossière à haute fraction 

volumique en phase dispersée fragmentée à la main (le premix) à un cisaillement spatialement 

homogène pendant un temps donné. Après fragmentation, le diamètre moyen des gouttes est fortement 

réduit et la distribution finale devient étroite, avec un CV (ratio de l’écart-type sur la moyenne) de 

l’ordre de la quinzaine de pourcents dans les meilleurs cas (cf. Figure 3.9a).  

La cellule de Couette est un dispositif expérimental constitué de deux cylindres coaxiaux séparés par 

un faible entrefer d’une centaine de microns (cf. Figure 3.9b). Le cylindre extérieur est fixe tandis que 

le cylindre intérieur tourne à vitesse constante. Ce type de géométrie permet de cisailler de manière 

homogène un liquide ou une suspension présents dans l’entrefer. Au laboratoire, nous avons un des 
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prototypes fabriqués par la société TSR (Pessac, France), avec lequel nous pouvons produire quelques 

centaines de grammes d’émulsion grâce à un système de piston qui injecte continûment le premix dans 

l’entrefer (cf. Figure 3.9c). 

(a) (b) (c) 

	
  

 

 
Figure 3.9. (a) Photographie d’un premix à la main et une émulsion fragmentée après passage en Couette. 
Échelle : 30 µm. (b) Plan d’une cellule de Couette avec le rotor interne, le stator externe, et une représentation 
du profil de vitesse. Dans un écoulement de Couette, le cisaillement est constant quelle que soit la distance à 
la paroi. (c) Schéma de l’émulsificateur de Couette que nous avons utilisé. 
 

Si on considère une goutte de rayon R, de viscosité 𝜂! dispersée dans un fluide de viscosité 𝜂!. Comme 

nous l’avions évoqué dans la partie bibliographique relative aux émulsions, la déformabilité d’une 

goutte peut se caractériser par sa pression de Laplace : 

∆𝑃 =
2𝜎
𝑅  

où 𝜎 est la tension interfaciale entre les deux liquides, R le rayon de la goutte à fragmenter et ∆𝑃 la 

différence de pression entre l’intérieur et l’extérieur de la goutte.  

Cette goutte est soumise à la contrainte visqueuse imposée par le cisaillement et définie par  : 

𝜏 = 𝜂!𝛾 

où 𝛾 est le gradient de cisaillement appliqué et 𝜂!   la viscosité de la phase continue. On peut définir 

alors le nombre capillaire:  

𝐶! =
𝜏
∆𝑃 =

𝜂!𝛾
2𝜎 𝑅 

𝐶! est une grandeur adimensionnelle qui quantifie la compétition entre le cisaillement qui tend à 

déformer la goutte et la pression de Laplace qui tend à préserver sa forme sphérique. La fragmentation 

de la goutte initiale en plusieurs petites gouttes provient d’une instabilité capillaire dite instabilité de 
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Rayleigh, qui tend à minimiser l’énergie de surface lorsque la goutte initiale est assez allongée à cause 

du cisaillement (cf. Figure 3.10) 

	
  
Figure 3.10. Processus de fragmentation qui utilise l’instabilité de Rayleigh. Lorsqu’une goutte de viscosité 
interne 𝜂! est cisaillée dans une phase externe de viscosité 𝜂! > 𝜂!, celle-ci s’allonge puis se divise en plusieurs 
petites gouttes. 
 

Sans rentrer dans les détails (Leal-Calderon et al., 2007), l’utilisation d’un émulsificateur de Couette 

nécessite de travailler (i) avec une phase externe plus visqueuse que la phase à fragmenter (  !!
!!
< 1)  et 

(ii) à des fractions volumiques en phase dispersée (huile) telles que les gouttes du premix soient au 

contact entre elles (Φ!"#$% > 75%!/!).  

Pratiquement, on prépare 5 g d’une solution aqueuse contenant 15%w/w de Pluronic F68, 1%w/w 

d’alginate de sodium à laquelle on incorpore à la main et peu à peu 15 g d’huile de soja à la spatule. 

Les solutions de F68 et d’alginate nécessitent d’être préparées en avance de manière à obtenir des 

solutions homogènes.  

 

Figure 3.11. Distribution des gouttes d’émulsion en 
fonction de la taille obtenue à partir d’analyse d’images 
du microscope par le logiciel d’imagerie Image J. La 
distribution de taille suit une fonction gaussienne qui 
donne un diamètre moyen de 7 ± 2 µm. 

En utilisant un entrefer de 100 µm et en appliquant une vitesse de rotation de 200 rpm, on obtient une 

émulsion dont le diamètre moyen est de l’ordre de 7 µm avec une polydispersité de 15% environ (cf. 

Figure 3.11). L’alginate de sodium permet d’augmenter la viscosité de la phase externe de manière 

importante et est donc ajustée pour pouvoir obtenir la taille de goutte désirée. 

Pendant la réalisation du pré-mélange ou lors de l’étape de fragmentation, une population de petites 

gouttes peut apparaitre. Afin de les éliminer, on rajoute une étape de décantation à l’abri de la lumière 

et en phase diluée dans une ampoule à décanter. La fraction finale en huile est de 5%m/m, celle du 

tensioactif Pluronic F68 est de 1%m/m. La phase sous-nageante composée d’eau, de tensioactifs et de 

petites gouttes browniennes est éliminée, les gouttes d’intérêt formant rapidement une phase séparée. 
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L’étape de décantation est renouvelée jusqu’à ce que la partie sous-nageante devienne limpide, 

indiquant qu’il n’y a plus de petites gouttes. On obtient alors une crème surnageante que l’on récupère.  

La fraction massique en huile de cette crème est d’environ 60%. Cette fraction est déterminée par 

pesée après séchage de la phase aqueuse.  
 

III.3. Vieillissement de l’émulsion 
 

Les émulsions sont des suspensions thermodynamiquement métastables dont la durée de vie est finie 

dans le temps. Les modes de déstabilisation sont nombreux et bien décrits dans la littérature : 

coalescence, mûrissement d’Ostwald, floculation ou crémage/sédimentation (Leal-Calderon et al., 

2007). 

 

Figure 3.12. Modes possibles de 
déstabilisation d’une émulsion. Certains modes 
sont réversibles (floculation ou sédimentation) 
et d’autres sont irréversibles (coalescence ou 
mûrissement d’Ostwald). 

 

Ceux-ci peuvent conduire à une déstabilisation irréversible de l’émulsion qui modifie la distribution de 

taille et peut même conduire à la destruction de l’émulsion et à la séparation macroscopique des deux 

phases (cf. Figure 3.12). Les modes réversibles, souvent associés à la gravité ou à des interactions 

attractives de type déplétion (Mason et al., 1995), conduisent au crémage ou à la sédimentation en 

fonction de la densité de la phase dispersée, et n’ont aucune incidence sur la distribution de taille 

initiale. 

Dans les matériaux à base d’huile de soja de notre étude, les mécanismes de coalescence décrits ci-

dessus sont inexistants aux échelles de temps de stockage auxquelles nous travaillons pour peu que 

l’on les conserve dans des conditions contrôlées en luminosité et en température. En effet, l’huile de 

soja contient un mélange de triglycérides dont une grande partie des chaînes latérales est composée de 

lipides polyinsaturés comme l’acide linoléique. Ces acides se dégradent au contact de l’oxygène de 
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l’air et de la lumière (cf. Figure 3.13) et participent au rancissement de l’huile à l’odeur bien 

caractéristique. Pour éviter ce phénomène ainsi que la coalescence (Boyd et al., 1972), nous stockons 

les émulsions dans l’obscurité à une température de 12°C. Pratiquement, il s’agit d’une cave à vin à 

refroidissement Peltier. 

 
Figure 3.13. Schéma bilan d’un exemple de l’oxydation d’une huile végétale au contact de l’oxygène de l’air et 
de la lumière. Image adaptée de (Xia and Larock, 2010). 
 

Outre la stabilité de l’émulsions en tant que particule support, nous voulons aussi avoir une stabilité de 

la fonctionnasation par la biotine présente à l’interface. La biotine est portée par un phospholopide 

pegylé dont le squellette est une molécule de glycérol (cf. Figure 3.13). Cependant, l’hydrolyse des 

liaisons esters des phospholipides est observée au cours du temps en condition aqueuse, par la 

libération successive des deux acides qui conduit au départ du groupement phosphate-PEG2000-biotine 

en solution (Grit and Crommelin, 1993; Kensil and Dennis, 1981; Zuidam and Crommelin, 1995). 

 

Nous avons observé expérimentalement qu’au bout de 6 mois, les émulsions n’étaient plus capables de 

fixer des IgGs anti-biotines et nous en avons conclu que les phopspholipides biotinylées étaient 

complètement hydrolysés. Par conséquent, les lots d’émulsion sont fabriqués en tenant compte de cette 

contrainte. 
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Figure 3.14. Représentation de l’équation bilan de l’hydrolyse d’un 
phospholipide en lyso-phospholipide et acide gras. 

 

Dans nos expériences de phagocytose, nous travaillons dans des milieux qui ne contiennent pas de 

surfactants de manière à éviter des dégradations potentielles des membranes cellulaires. Nous 

observons que dans ces conditions, les gouttes restent stables dans le milieu cellulaire et en absence 

de tensioactifs. Cependant, on observe pafois la formation de quelques agrégats de gouttes dus à la 

force ionique élevée du milieu (I ~ 150 mM). En effet, dans une solution physiologique (contenant 

0,15 M de cations monovalents et 0,15 M d’anions monovalents), la double couche électrique 

existant à la surface des gouttes est compressée par les sels ajoutés dans le milieu. Il n’y a plus de 

répulsion électrique et les gouttes peuvent venir en contact les unes avec les autres en créant des 

agrégats. 

D’un point de vue strictement expérimental, et en tenant compte des remarques ci-dessus, la 

manipulation des gouttes fonctionnalisées n’est pas différente de celle de microparticules de 

polymères commerciales. 

IV. Fonctionnalisation de la surface 
 

Pour permettre des études de phagocytose spécifique, il faut obtenir des objets qui présentent un 

groupement que les macrophages sont capables d’identifier. Les gouttes d’émulsions présentent à leurs 

surfaces des biotines sur lesquelles peuvent interagir des immunoglobulines IgGs anti-biotines de 

manière spontanée. La constante de dissociation du complexe biotine/IgGs anti-biotines en solution est 

élevée, de l’ordre de 10-9 mol.L-1 (Jung et al., 2008) ce qui permet une fonctionnalisation efficace. 

L’étape de fonctionnalisation consiste donc à incuber les gouttes d’émulsions biotinylées dans une 

solution d’IgGs d’une concentration donnée. 
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Avant la fonctionnalisation, l’émulsion biotinylée est lavée trois fois avec un tampon 

phosphate/Tween20 0,2%m/m pour remplacer une partie du tensioactif utilisé lors de l’obtention des 

gouttes par du Tween 20. Les protocoles de fonctionnalisation sont détaillés dans les Annexes.  

 

IV.1. Estimation de la quantité de biotine à l’interface des gouttes  
Nous disposons de quatre lots d’émulsions préalablement biotinylées à des concentrations de 

phopholipides dans l’huile de 0.015, 0.03, 0.05 et 0.15 mg.mL-1. Connaissant la fraction volumique en 

huile Φ, le rayon moyen des gouttes 𝑟, et si nous faisons l’hypothèse que tous les lipides biotinylés 

amphiphiles sont à l’interface des gouttes, nous pouvons estimer l’aire occupée par le lipide pour une 

concentration donnée en DSPE-PEG2000-Biotine. 

En effet, pour un volume total d’émulsion 𝑉, le volume en huile est égal à : 

𝑉! = Φ𝑉 

Pour des gouttes de rayon moyen 𝑟, le volume d’une goutte vaut : 

𝑣 =
4
3𝜋𝑟

!  

Le nombre de gouttes dans un volume 𝑉 donné est donc égal à : 

𝑁 =
3𝛷𝑉
4𝜋𝑟!  

La surface totale disponible pour ces 𝑁 gouttes est égale à : 

𝑆 = 𝑁. 4𝜋𝑟! =
3Φ𝑉
𝑟  

Pour une concentration 𝐶 [mg.mL-1] de lipides dans l’huile, la nombre total de lipides présents dans un 

volume d’huile donné 𝛷𝑉 est égal à : 

𝑁! = 𝑁!
𝐶𝛷𝑉
𝑀   

avec 𝑁! le nombre d’Avogadro et 𝑀 [g.mol-1] la masse molaire du lipide. 

L’aire disponible par lipide en fonction du diamètre moyen 𝑑 = 2𝑟 est donc égale à : 

𝑎!"#$"%& =
𝑆
𝑁!

=
6𝑀
𝐶𝑁!𝑑

 

Les applications numériques pour nos concentrations utilisées sont données dans la Table 3.2. On voit 

que l’aire disponible varie sur un ordre de grandeur, entre environ 30 et 300 nm2 par PEG-biotine. En 

se basant sur le travail de d’Efremova et al. (Efremova et al., 2000) qui ont mesuré les dimensions 

latérales et l’extension de chaînes de PEG2000 incorporées dans des bicouches lipidiques, les espaceurs 

sont toujours dans une configuration de type mushroom, quelle que soit la concentration dans l’huile 
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considérée. Dans ces conditions, l’extension des chaînes PEG est d’environ 4 nm (Efremova et al., 

2000). 
 

Concentration initiale en 
biotine (mg.mL-1) 0,015 0,03 0,05 0,15 

Densités surfaciques en 
biotine (nm2/biotine) 270 135 84 27 

Table 3.2. Correspondance des concentrations en biotine (mg.mL-1) avec les densités surfaciques (nm2/biotine) 
pour des gouttes de 7 µm de diamètre. 
 
L’opsonisation des gouttes s’effectue par l’attachement spécifique d’IgGs anti-biotines fluorescentes 

aux biotines présentes à l’interface. Les lots d’émulsions ci-dessus ont donc été incubés dans des 

solutions d’IgGs de concentrations croissantes allant de 0.003 à 0.3 mg.mL-1 ce qui correspond à 2.10-8 

à 2.10-6 mol.L-1 (les IgGs ayant une masse molaire de 150 kDa). Dans les paragraphes suivants, nous 

allons donner les résultats de la caractérisation des émulsions vis-à-vis de la fonctionnalisation par les 

IgGs. 

IV.2. Visualisation de la présence d’IgGs par microscopie de fluorescence  
Afin d’apprécier rapidement la qualité de la fixation des IgGs sur nos gouttes, on prélève quelques 

microlitres de l’émulsion finale qu’on place dans un système lame-lamelle et observe au microscope à 

fluorescence. Les IgGs anti-biotines portent des fluorophores Alexa 488 qui permettent cette 

observation. Afin de démontrer que cette fluorescence est bien due aux anticorps, nous avons observé 

des gouttes biotinylées (non fonctionnalisées) au microscope et vérifié qu’elles n’étaient pas 

fluorescentes en absence des IgGs.  

Le profil de l’intensité de fluorescence d’une goutte est donné sur la Figure 3.15. On est en présence 

d’une couronne fluorescente en surface des gouttes donnant une intensité plus forte sur les bords 

démontrant ainsi que les IgGs anti-biotines sont bien en surface.  

 

 

Figure 3.15. Image d’une goutte 
fonctionnalisée par des IgGs fluorescents en 
microscopie de fluorescence et son profil 
d’intensité. Barre d’échelle : 10 µm. 
 

 

Une fois que les IgGs se trouvent à la surface de la goutte, celle-ci ne perd pas de sa fluorescence 

pendant plusieurs heures, indiquant la stabilité de cette fonctionnalisation. On peut donc les utiliser tout 
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au long des expériences sans que la densité à la surface ne soit modifiée.	
   

On peut donc simplement par microscopie à fluorescence observer que la fonctionnalisation a été 

efficace. Cependant cette technique reste qualitative et il nous faut déterminer de façon quantitative 

l’étendue de la fonctionnalisation pour étudier l’impact de la densité d’IgGs de surface sur la 

phagocytose. 

 

IV.3. Estimation du temps caractéristique d’attachement des IgGs fluorescents 
Dans un premier temps, nous avons évalué le temps caractéristique nécéssaire à l’attachement des IgGs 

anti-biotines à la surface des gouttes. Pour une concentration intermédiaire de 0.03 mg.mL-1 en IgGs, 

nous avons mesuré la fluorescence des gouttes (0.03 mg.mL-1 de DSPE-PEG2000-Biotine) en fonction du 

temps. La courbe de cinétique a été réalisée en prélevant toutes les 5 minutes quelques microlitres de la 

solution et en mesurant l’intensité de fluorescence des gouttes avec un cytomètre. La Figure 3.16 

montre que la vitesse de fixation ralentit fortement au delà d’une trentaine de minutes, ce temps ayant 

été choisi comme paramètre pour toutes les expériences ultérieures. Les paramètres expérimentaux 

sont détaillés dans les Annexes.  

 

Figure 3.16. Evolution de l’intensité de fluorescence des gouttes en 
fonction du temps d’incubation pour des émulsions à à 0.03 
mg.mL-1 de DSPE-PEG2000-Biotine et incubées dans une solution 
de 0,03 mg.mL-1 d’IgGs. 

V. Caractérisation des gouttes fonctionnalisées  
Dans le paragraphe suivant nous allons décrire le travail fourni pour exploiter différentes techniques de 

caractérisation pour déterminer les tailles, charges et densités de surfaces des gouttes d’émulsions 

fabriquées. Des techniques qualitatives et quantitatives ont été utilisées pour observer la présence 

d’IgGs en surface des gouttes. En parallèle d’autres paramètres physico-chimiques des gouttes ont été 

évalués, la charge de surface et la tension de surface, ce qui donne des informations nécessaires à la 

compréhension des comportements observés dans des milieux biologiques.  

V.1. Méthode de détermination de la taille et de la concentration des gouttes 
La mesure de la densité volumique exacte des gouttes et leur distribution de taille de manière précise 

est nécessaire pour permettre de fixer un ratio nombre de gouttes/nombre de cellules reproductible. À 
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cet effet nous avons développé une méthode de mesure sous microscope à partir de lames de comptage 

de cellules commerciales et nous avons comparé aux résultats obtenus par cytométrie de flux. 

Pour une suspension de gouttes dont la fraction en huile est connue, on introduit un volume de 7 "L 

dans une des cupules d’une plaque FastRead102, utilisée pour le comptage des cellules en biologie. 

Connaissant l’épaisseur de la cupule et la taille du champ d’observation, on peut en déduire le nombre 

de gouttes par unité de volume en comptant les objets grâce à une routine informatique. 

 
Figure 3.17. Image en microscopie en transmission de gouttes d’émulsions qui a été modifiée avec le logiciel 
Image J. Les gouttes étant très contrastées il est aisé de les seuiller et de les binariser avant de mesurer leur 
nombre et leurs tailles. Échelle : 10 "m.  
 
Concrètement, on réalise plusieurs images en microscopie en transmission avec un objectif de faible 

grossissement (10X). Ces images sont alors traitées individuellement de manière à calculer la densité 

moyenne de gouttes par unité de volume. FIJI (Fiji is not ImageJ,) est un logiciel de traitement 

d’images. Il peut être utilisé pour compter et analyser la répartition de tailles des gouttes 

fonctionnalisées, ainsi que les cellules, en le complétant par des macros et des extensions.  

 

Étape de la mesure Densité (goutte.µL-1) 
Avant Lavages 5 105 

Après Lavages 4,5 105 

Table 3.3. Tableau de mesure du nombre de gouttes mesuré par le logiciel de traitement d’images Image J. 
  
Le programme que nous avons mis au point, détaillé en Annexes, comporte plusieurs étapes qui 

consistent (i) à transformer les images obtenues en images bitonales à 1 bit (21) après seuillage et 

remplissage de manière à obtenir des particules entièrement noires ; (ii) à séparer les agrégats de 

particules et (iii) enfin analyser les différents paramètres dont nous avons besoin comme le nombre et 

la taille des gouttes ou des cellules, la circularité et la densité de particules (cf. Figure 3.17). Les 

résultats de mesure d’une émulsion dont la fraction massique est de 5% avant et après lavages sont 

représentés dans la Table 3.3 ci-dessus. 

Pour une émulsion dont la fraction massique est de 5% nous obtenons une concentration de 5.105 

goutte."L-1. Il est important de connaître cette densité afin d’ajuster le nombre de gouttes exposées au 
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cellules lors des expériences de phagocytose, la dose étant un paramètre important dans ces études.  

 

V.2. Quantification de la densité d’IgGs de surface par cytométrie de flux 
La cytométrie de flux est une méthode largement utilisée dans la recherche biologique et médicale. 

C’est une technique de caractérisation précise et rigoureuse de particules isolées individuellement et en 

suspension dans un liquide. Elle se base sur des marqueurs fluorescents spécifiques qui ont une affinité 

particulière pour un constituant cellulaire ou couplés à un ligand propre tel qu’un anticorps. Ces 

marqueurs permettent ainsi d’apporter des informations caractéristiques des cellules analysées comme 

par exemple, la taille, la forme et l’intensité de fluorescence. Les cytomètres de flux modernes sont 

capables d’analyser plusieurs milliers d’événements par seconde et les trier selon des critères de 

diffusion ou de fluorescence avec des taux de pureté supérieurs à 90% (Shapiro, 2005). En analyse 

médicale, la haute précision et large utilisation de la cytométrie en routine ont permis de décrire de 

nouveaux sous-types cellulaires et de mesurer l’état d’activation, de maturation et de prolifération des 

cellules (Hartmann et al., 1999). 

Représentant une méthode utile pour l’analyse des propriétés cellulaires, la cytométrie de flux a 

également été utilisée pour l’analyse d’autres particules telles que des billes et des liposomes (Fuller 

and Sweedler, 1996) ou encore pour caractériser le contenu fluorescent des émulsions doubles (w/o/w) 

où des réactions biochimiques ont été réalisées (Hai et al., 2004).  

Plus récemment la cytométrie de flux a permis de caractériser des gouttes d’émulsions d’huile dans 

l’eau (Fattaccioli et al., 2009). Elle permet d’avoir accès à la densité de protéines à la surface par 

mesure de la fluorescence. La taille de chaque goutte de l’échantillon peut être évaluée en appliquant la 

théorie de Mie au montage optique du cytomètre et en exploitant numériquement les signaux de 

diffusion vers l’avant et le coté de chaque goutte passant devant le détecteur.  

En se basant sur cette dernière technique d’utilisation, nous allons décrire comment nous avons utilisé 

le cytomètre de flux pour caractériser la densité de nos gouttes et le nombre de protéines à leur surface. 

 

V.2.1. Généralités sur la cytométrie de flux 

Pour pouvoir être analysées les particules doivent être mises en suspension à une concentration 

volumique en objets tels que l’on ait une fréquence d’acquisition compatible avec les spécifications de 

l’appareil. Elles doivent être confinées dans la zone centrale de la chambre, alignées les unes après les 

autres et excitées une à une avec le faisceau lumineux. C’est à l’aide d’un système de centrage 

hydrodynamique que l’échantillon est dilué en faisant intervenir un fluide dit de gaine qui subit une 
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accélération progressive et entraine l’étirement du liquide et l’alignement des particules au centre du 

jet.  

L’illumination des particules se fait alors par un ou plusieurs lasers à différentes longueurs d’onde qui 

vont immuliner les objets un à un et les fluorochromes qu’ils portent (cf. Figure 3.16). Les particules 

diffusent la lumière dans toutes les directions de l’espace et les différents signaux émis sont 

sélectionnés par des circuits optiques composés d’une alternance de miroirs et de filtres, et sont 

acheminés vers des systèmes de détection, les photodiodes.  

L’intensité de la diffusion dans l’axe du rayon incident (paramètre FSC : diffusion aux petits angles) 

est corrélée à la taille et à la surface des particules analysées et celle diffusée sous un angle de 90° 

(paramètre SSC : diffusion aux grands angles) est proportionnelle au contenu et à la structure 

intracellulaire.  

 

  
Figure 3.18. Schéma du système de focalisation hydrodynamique d’un cytomètre de flux couplé au système 
optique d’illumination et de mesure des deux paramètres de diffusion FSC et SSC ainsi que les signaux de 
fluorescence. Image adaptée de (Rahman, 2006). 
 
Les deux paramètres de diffusion, vers l’avant (FSC) et sur le coté (SSC) permettent d’avoir une 

information liée à la forme et à la taille des objets analysés.  

Les signaux de fluorescence peuvent être émis par la cellule elle-même mais le plus souvent sont 

apportés à la cellule par un fluorochrome. Les molécules fluorescentes sont caractérisées par leur 

spectre d’excitation et d’émission et ont la capacité de se fixer de façon spécifique à certains 

constituants cellulaires comme l’ADN/ARN, exemple Hoechst (365 nm). Leur spectre d’émission peut 
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être sensible à l’environnement comme la variation du pH ou la concentration en Ca2+. Enfin les 

fluorochromes peuvent être couplés avec des ligands spécifiques comme des anticorps qui vont cibler 

une molécule de surface ou dans un compartiment cellulaire (Shapiro, 2005). 

 

Les signaux optiques sont convertis en signaux électriques et sont enregistrés par un logiciel 

spécifique. Les résultats obtenus peuvent être représentés de plusieurs manières soit selon des 

histogrammes de fréquence d’événements ou alors des diagrammes de points à plusieurs paramètres. 

Dans la représentation bi-paramétrique de la Figure 3.19a par exemple, chaque point représente une 

particule analysée. On arrive à séparer les différentes populations de cellules analysées qui apparaissent 

comme des nuages de points bien distincts en traçant des contours qu’on appelle Gating. L’intensité de 

fluorescence reflète la quantité de fluorophores portée par chaque objet passant devant le détecteur. 

 

 
Figure 3.19. (a) Représentation bi-paramétrique de l’intensité de diffusion vers l’avant FSC en fonction de celle 
vers le coté SSC. Les populations de cellules apparaissent comme des nuages de points homogènes où chaque 
point représente une cellule. (b) Histogramme de diffusion sur le coté où on peut isoler deux populations 
d’intensités de fluorescence différentes. Images adaptées de (Rahman, 2006). 
 

Pour des cellules l’interprétation des signaux de diffusion consiste à associer la diffusion vers l’avant 

(FSC) à la taille des cellules et la diffusion sur le coté (SSC) à une grandeur appelée granulosité qui 

informe sur leur structure cellulaire. 

V.2.2. Caractérisation des émulsions par cytométrie de flux 

Contrairement à des cellules qui ont un indice optique proche de celui du milieu tamponné dans lequel 

on les suspend, les huiles végétales ont un indice de refraction de l’ordre de 1,48 qui modifie 

l’interprétation des signaux de diffusion. Partant de la théorie de Mie et de la description analytique de 

la diffusion quasi-inelastique de sphère homogènes, Fattaccioli et al. (Fattaccioli et al., 2009) ont 

calculé numériquement les paramètres FSC et SSC d’une population polydispèrse d’émulsion ; 

mesurés par ailleurs sur un cytomètre BD Facscalibur. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 

3.20a, le paramètre FSC oscille en fonction de la taille, mais le paramètre SSC est monotone croissant. 
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Dans le cas des gouttes, l’inerprétation des signaux est donc l’inverse de celle qui serait faite pour des 

cellules. La Figure 3.20a montre la superposition d’une courbe expérimentale et de la courbe théorique 

correspondant à l’appareil de mesure. La superposition permet d’associer les valeurs de diffusion de 

chaque particules à une taille définie. Le cytomètre mesurant pour chaque objet sa fluorescence en plus 

des signaux de diffusion, il est donc possible de tracer la courbe de fluorescence en fonction de la taille 

des gouttes très simplement. 

 

 
Figure 3.20. (a) Evolution des intensités de diffusion FSC et SSC, calculées numériquement, en fonction de la 
taille des gouttes d’huile. FSC montre des oscillations alors que le paramètre SSC est monotone croissant.  
(b) Superposition du diagramme de diffusion SSC=f(FSC) calculé numériquement (bleu) avec une courbee 
expérimentale enregistrée pour une émulsion d’huile de soja polydisperse (rouge) avec un cytomètre de type BD 
Facscalibur. 
 
Dans nos expériences, les mesures ont été réalisées avec un cytomètre de type BD Accuri C6 dont la 

construction optique est différente de celle du cytomètre utilisé pour le développement de la méthode, 

mais le principe reste le même. Comme nous travaillons avec des émulsions monodisperses dont la 

distribution de taille est mesurée avec un microscope (cf. Figure 3.21a), nous pouvons uniquement 

utiliser le caractère monotone du paramètre SSC en fonction de la taille des gouttes pour nos analyses. 

Le diagramme de diffusion de nos émulsions est représenté dans Figure 3.21b ci-dessous et 

correspondent à des courbes en S formées par un nuage de points continu. Chaque point correspond à 

une taille de goutte bien déterminée. La taille moyenne déterminée par microscopie est de l’ordre de 7 

µm pour une polydispersité de 15%. La distribution de taille en SSC possède la même allure que celle 

obtenue en microscopie optique  
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Figure 3.21. (a) Distribution de taille des gouttes obtenue en microscopie. (b) Intensités de diffusion sur le 
coté (SSC) de notre émulsion monodisperse mesurées avec le cytomètre de flux. La diffusion latérale dans 
notre cas correspond à la taille de nos gouttes et possède la même allure que la distribution de taille mesurée 
avec le microscope. (c) En rouge, la fenêtre de gating correspondant aux gouttes ayant un SSC proche du 
maximum de la distribution de taille 
 

En se servant de la fonction Gating du cytomètre, nous pouvons délimiter la zone correspondante à la 

population de gouttes qui nous intéresse (de 7 "m de diamètre) et qui représente la majorité de la 

population que nous allons étudier par la suite. Les statistiques sur les gouttes des Gatings faits en SSC 

ou en FSC sont identiques.  

Les gouttes que nous avons formulées sont fonctionnalisées en surface par des IgGs anti-biotines 

Alexa 488 dont les spectres d’excitation et d’émission sont compatibles avec la longueur d’onde du 

laser du cytomètre (cf. Figure 3.7). L’histogramme de fluorescence que nous obtenons suite à la 

fonctionnalisation des gouttes avec des IgGs fluorescents est représenté dans la Figure 3.22. 

 

 

Figure 3.22. Histogramme de fluorescence des gouttes 
fonctionnalisées correspondant à la zone délimitée par le 
Gating dans la Figure 3.21b et dont la taille correspond au 
diamètre moyen de la population de gouttes. 

Cet histogramme traduit la quantité de fluorophores présents en surface des gouttes. C’est à partir de 

ces histogrammes de fluorescence que nous allons ensuite déterminer la quantité de protéines fixées à 

la surface de nos objets.  

 

V.2.3. Méthode de détermination de la densité d’IgGs en surface des gouttes à partir de la 

fluorescence mesurée 

Lors de la fonctionnalisation des gouttes, on fixe une certaine concentration d’IgGs anti-biotines 

fluorescents en solution. Il nous a été possible, à partir de la fluorescence de chaque goutte mesurée par 



"#$%&'()!9!+!:5.'#;0)!)'!4$($4'-(&0$'&3.!<)0!8$'-(&$1=!

! 94 

le cytomètre, de remonter à une densité de protéines à la surface.  

Par définition la densité de protéines est le rapport du nombre "N" de protéines, ici les 

immunoglobulines IgGs anti-biotines, sur la surface "S" de la goutte : 

! !
!
!  

Pour cela nous avons, tout d’abord, étalonné le signal de fluorescence en utilisant des billes de 

quantification commerciales fournies par les constructeurs de cytomètres avec des concentrations 

calibrées en fluorophores (Ici, Alexa 488 et FITC). Nous avons utilisé les kits QuantumTM FITC-5 

MESF (Premix) et QuantumTM Alexa Fluor ® 488 MESF distribué par Bangs Laboratories, Inc.  

Une fois passé au cytomètre le lot de billes de calibration nous donne un histogramme de fluorescence 

représenté dans la Figure 3.23 ci-dessous. On obtient un histogramme de fluorescence avec les cinq 

distributions de fluorescence distinctes relatives à des concentrations en fluorophores différentes et 

calibrées. Le fabricant fournit une fiche descriptive qui donne la quantité de fluorophores 

correspondant à chaque pic et le signal de fluorescence est mesuré à l’aide du cytomètre.  

 

 

 
Figure 3.23. Histogramme de fluorescence des billes de calibration à différentes concentrations en fluorophores. 
Chaque pic correspond à une concentration donnée en fluorophores.  
 

On peut donc tracer la courbe du nombre de fluorophores (FITC ou Alexa 488) en fonction de 

l’intensité du signal de fluorescence (cf. Figure 3.24). Il s’agit de la courbe d’étalonnage qui va nous 

permettre de déterminer le nombre de fluorophores pour chaque goutte d’émulsion. Ce nombre est 

converti en nombre d’IgGs par goutte en le divisant par le nombre de fluorophores portés par chaque 

protéine. Le ratio de nombre de fluorophores/protéine est donné par le fournisseur d’anticorps pour 

chaque lot commercialisé.  
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Figure 3.24. Droite d’étalonnage du nombre de fluorophores 
Alexa 488 portés par les IgGs en fonction de l’intensité de 
fluorescence mesurée en cytométrie.  

Nos gouttes sont fonctionnalisées par des IgGs anti-biotines portant un nombre d’Alexa 488 compris 

entre 4 et 8 unités. Ce nombre de fluorophores n’est pas fixe et dépend du lot d’IgGs utilisé. Dans la 

plupart des lots, le nombre d’Alexa 488 est de 5 unités par protéine. C’est donc ce nombre que nous 

avons utilisé pour toutes les expériences.  

Cette méthode permet donc de mesurer de façon quantitative le nombre d’IgGs présents en surface des 

gouttes, dans une gamme allant de 102 à 106, gamme limitée par le protocole de fonctionnalisation et 

non par les limites de détection de cette technique. Ces caractérisations quantitatives peuvent 

s’appliquer à d’autres objets fonctionnalisés avec une entité fluorescente et permet d’avoir des études 

plus fines sur l’influence de la densité de fonctionnalisation. 

V.3. Spécificité de l’adsorption des IgGs à la surface des gouttes 
La réalisation de courbes de titrations oblige à s’intéresser au caractère spéficique de l’attachement des 

IgGs, notamment pour connaître la valeur du bruit de fond de signal, conséquence de leur éventuelle 

adsorption directe sur la surface.  

 

Figure 3.25. Profil d’intensité de fluorescence de gouttes nues 
(sans biotine), gouttes nues incubées dans une solution d’IgGs à 
0.03 mg.mL-1 et gouttes biotinylées incubées avec la même 
concentration d’IgGs. 
 

À l’aide du cytomètre, nous avons mesuré la fluorescence des gouttes non biotinylées, c’est-à-dire sans 

l’incorporation des phospholipides dans la phase huile avant de procéder à son émulsification. Nous 

avons aussi mesuré la fluorescence de ces mêmes gouttes (non biotinylées) incubées avec des IgGs en 

suivant le même protocole que pour les gouttes biotinylées.  
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Les deux courbes correspondant aux profils d’intensité que nous obtenons (cf. Figure 3.25) en rouge et 

en vert) se recouvrent complètement démontrant qu’il n’y a aucune adsorption non spécifique des IgGs 

en absence de biotines à la surface des gouttes. En comparant ces résultats avec ceux obtenus après 

incubation des gouttes biotinylées avec une solution d’IgGs (courbe en bleu), on observe une 

fluorescence 2 à 3 ordres de grandeurs plus intense. On démontre ainsi que la fonctionnalisation de la 

surface est spécifique et n’a lieu qu’en présence de biotine à la surface de la goutte.  

V.4. Contrôle de la densité de fonctionnalisation 

Nous disposons de quatre lots d’émulsions à quatre concentrations initiales différentes en biotine dans 

l’huile. Pour chaque émulsion nous avons fait varier la concentration en IgGs et nous avons mesuré la 

fluorescence obtenue avec le cytomètre. Comme on l’avait décrit précédemment, chaque intensité de 

fluorescence est convertie en un nombre de molécules d’IgGs à la surface d’une goutte.  

Les courbes obtenues sont des isothermes d’opsonisation normalisées par rapport à leurs valeurs de 

saturation (cf. Figure 3.26). Les courbes brutes ayant des valeurs en ordonnées différentes, leur 

normalisation est nécessaire pour pouvoir les comparer. Elles sont décrites par la loi de Hill à 3 

paramètres. Cette loi décrit le cas particulier de la fixation d’un même ligand sur plusieurs sites d’une 

protéine, ce qui est justement notre cas. Elle est donnée par la loi suivante : 

𝜃 =
   L !

𝐾! + 𝐿 ! 

où 𝜃 représente la fraction des sites comportant un ligand lié, [L] est la concentration du ligand et 𝐾! 

est la constante de dissociation apparente. La constante n s'appelle la constante de Hill et décrit 

classiquement le degré de coopérativité de la fixation du ligand. Cette coopérativité désigne la 

propriété qu’ont les protéines possédant un ou plusieurs sites de fixation leur permettant de se lier à un 

substrat ou des ligands. La constante de Hill n augmente avec le degré de coopérativité. La liaison d’un 

ligand est dite à coopérativité négative quand n < 1 et indique que cette liaison diminue l’affinité de la 

protéine pour des liaisons ultérieures. Inversement si n >1 la liaison au ligand est dite à coopérativité 

positive et indique que la liaison augmente l’affinité de la protéine pour des liaisons ultérieures du 

ligand.  

L’équation de la réaction se traduit par l’expression suivante : 

𝑅 + 𝑛𝐿
𝐾!
⇋𝑅𝐿!
      

 

La constante de dissociation de cette réaction est donc: 
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!! ! !
! ! ! !

!!!
 

Le nombre de protéines adsorbées par rapport au nombre total de sites occupés est alors égal à: 

!"#$%
!"#$% !!

! !!!
! ! !!!

! !
! ! !

!! ! ! ! 

En combinant les deux dernières expressions nous obtenons un équation réduite!: 
!"#$%
!"#$% !!

!!

!! ! !
!!

! 

Dans notre cas, les ligands ! correspondent aux immunoglobulines avec chacunes ! sites de fixation à 

la biotine et les récepteurs ! correspondent à la surface des gouttes avec leurs groupements biotine:  

D’après ce qui précède, on peut écrire :  

IgGs par goutte !
IgGs par goutte Max

!! !!"#!"#$!
!!

!  

 

Figure 3.26. Isothermes d’opsonisation normalisées 
par rapport à leurs valeurs de saturation pour trois 
concentrations initiales en biotine. Les courbes 
sigmoïdales sont décrites par la loi de Hill à 3 
paramètres.  
 

La valeur de !! correspond à la concentration en immunoglobulines nécessaire pour arriver à 50% de 

la saturation accessible des interfaces. La Figure 3.26 montre que les courbes de titration en fonction de 

la concentration en IgGs sont correctement modélisées avec une constante de Hill égale à n = 2 pour 

les trois conditions.  

 

DSPE-PEO2000-biotin (mg.mL-1) 0.015 0.03 0.05 0.15 

IgGs par goutte Max 6.8 ± 0.4 10
3
 5.9 ± 0.2 10

4
 3.5 ± 0.05 10

5
 5,5 ± 0.1 10

5
 

KD (mol.L
-1

) 2.6 ± 0.2 10
-8

 3.9 ± 0.5 10
-8

 8.8 ± 0.5 10
-8

 4.4 ± 0.2 10
-7

 

Table 3.4. Table de correspondance entre les conditions initiales de DSPE-PEG2000-Biotine dans l’huile et les 
paramètres de Hill pour les isothermes d’adsorption des immunoglobulines à la surface des gouttes.  
 

Ce paramètre a été fixé en prenant en considération le fait que les IgGs anti-biotines possèdent deux 
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sites de fixation à la biotine et en faisant l’hypothèse que la fixation d’une seconde biotine sur une 

immunoglobuline s’effectue très rapidement. (Weiss, 1997). 

Les valeurs de saturation en immunoglobulines et celles de KD sont reportées dans le tableau Table 

3.5. ci-dessus. On voit que le nombre d’IgGs par goutte varie sur deux ordres de grandeur, entre 7.103 

et 5.105.  

À partir de la taille moyenne ! des gouttes, nous pouvons estimer l’aire par immunoglobuline à la 

saturation de chaque courbe. En effet on a : 

!!"# !
!!!

IgGs par goutte Max
 

Nous avons tracé sur la figure Figure 3.27 ci-dessous l’aire !!"#  en fonction de la surface occupée par 

une molécule de biotine !!"#$"%& calculée plus haut, pour quatre concentrations en lipides biotinylés 

(cf. Table 3.4). On voit que notre protocole de fonctionnalisation nous permet de faire varier l’aire par 

IgG sur deux ordres de grandeurs, entre 104 nm2 par IgG, jusqu’à 102 nm2/IgG.  

La première valeur correspond à une densité un peu plus faible que la valeur physiologique de densité 

des récepteurs Fc!R présents sur la membrane de macrophages (Gandour and Walker, 1983). La 

seconde valeur est proche de la valeur d’une monocouche compacte d’IgGs à la surface si on considère 

qu’un IgG occupe une surface de 120 nm2 (Werner et al., 1972).  

 

 

Figure 3.27. Variation de la surface occupée par une 
molécule d’IgG en fonction de l’aire occupée par une 
biotine en surface des gouttes. 

 

On remarque sur la figure ci-dessus que l’aire par IgG varie de manière exponentielle en fonction de 

l’aire par biotine. Pour des faibles densités en biotine, la valeur de saturation correspond à un IgG pour 

100 biotines alors que pour les hautes densités en biotine, on compte à peu près un IgG pour une 

dizaine de biotines. Le procédé de fonctionnalisation par les IgGs est donc d’autant plus efficace que la 

densité de biotines présentes à l’interface est grande, ce qui pourrait s’expliquer par une meilleure 

disponibilité des biotines causée par un changement de conformation des chaînes de PEG. 

 

Nous avons donc conçu des gouttes d’émulsions fonctionnalisées avec des densités bien contrôlées 

d’IgGs à leur surface. Ces densités sont mesurées de façon quantitative, mesure nécessaire à la 
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compréhension du processus biologique de phagocytose en fonction de la quantité d’IgGs qui nous 

intéresse.  

V.5. Diffusion latérale des IgGs à la surface des gouttes 
Plusieurs études récentes se sont intéressées à la mesure du coefficient de diffusion latérale de 

protéines portées par des lipides à l’interface liquide/liquide d’une émulsion . Ces mesures, réalisées en 

microscopie de type FCS ou FRAP, aboutissent à des coefficients de diffusion compris entre 1 et 5 

µm2.s-1 (Bourouina et al., 2011; Emerard, 2010).  

V.6. Mesure de la tension interfaciale des gouttes 
Comme nous l’avons vu dans la première partie, les émulsions sont caractérisées par une tension 

interfaciale 𝜎 qui informe notamment sur la déformabilité des gouttes. Il existe plusieurs méthodes de 

mesure de la tension superficielle (Gast and Adamson, 1997). Dans notre cas, nous avons utilisé la 

technique classique de la goutte pendante. 

Cette méthode est basée sur la forme d’une goutte à l’équilibre. Lorsque les effets gravitationnels 

(dépendants du volume de la goutte) et les effets de la tension superficielle de la goutte maintenue à 

l’extrémité d’une pipette verticale sont à l’équilibre, on peut déterminer à travers la forme de la goutte 

obtenue la tension superficielle (cf.Figure 3.28). La tension superficielle s’écrit donc:  

𝜎 =
𝜌  𝑔  𝑉!"#
2π  R    

où 𝜌  désigne la densité du liquide en g.cm-3,  𝑔 = 9.8 m.s-2 l’accélération de la pesanteur, 𝑉!"# le 

volume maximal de la goutte, R le rayon extérieur du tube. En pratique, nous analysons la forme d’une 

goutte de solution aqueuse plongeant dans un bain d’huile de soja. Le forme de la goutte est analysée 

par analyse d’image avec un tensiomètre Kruss (Drop Shape Analyzer – DSA30) présent au LCMD 

(ESPCI).  

 

Figure 3.28. Représentation schématique d’une goutte pendante à 
l’extrémité d’un tube. Image adaptée de (ESPCI). 

 

Nous avons mesuré la tension interfaciale pour deux conditions de tampon, avec un tampon phosphate 
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(pH = 7.1, 20 mM) et un tampon physiologique DMEM (pH = 7.4). Comme notre protocole de 

formulation implique deux tensioactifs, nous avons mesuré l’effet de leur présence dans la phase 

aqueuse. 

Nous avons vu précédemment que certains des ingrédients utilisés dans notre formulation étaient 

sensibles au vieillissement, notamment par hydrolyse ou oxydation. Du fait de leur dispersion en 

gouttes et de l’augmentation de surface d’échange avec la phase continue, les cinétiques de 

vieillissement sont potentiellement différentes de celles qui peuvent exister dans un grand volume de 

ces produits. Autrement dit, la technique de la goutte pendante crée une interface qui n’est pas 

forcément identique à celle de l’objet tel que nous l’avons formulé.  

Yeung et al. (Yeung et al., 2000) ont développé une méthode de mesure de tension interfaciale de 

gouttes d’émulsions basée sur la technique de micropipettes qui est fréquemment utilisée pour 

caractériser les propriétés mécaniques des membranes cellulaires et des bicouches lipidiques (Herant et 

al., 2005).  

Couplée à un système d’aspiration, la micropipette permet d’attraper une goutte individuellement et de 

la soumettre à une pression dont la valeur est connue. La gouttelette est alors observée au microscope 

optique pour permettre une mesure précise de la valeur du rayon de la pipette mais aussi du diamètre 

de la goutte (cf. Figure 3.29).  

 

Figure 3.29. (a) et (b) La chambre d’observation est 
constituée de deux lamelles où des gouttes sont diluées 
dans du tampon PB à 0,2%m/m Tween20 pour éviter 
l’adhésion aux parois de la pipette. (c) La goutte est 
soumise à une aspiration controlée par une différence de 
pression. (d) La mesure du rayon de la goutte et de celle 
de la pipette permet de mesurer la tension interfaciale.  

La loi de Laplace établit une relation entre la différence de pression et la tension superficielle qui peut 

être utilisée pour analyser les expériences de micromanipulation :  

Δ𝑃 =   
2𝜎
𝑅  

Dans notre cas il y a deux différences de pressions, la première entre la goutte et le milieu extérieur et 

la deuxième entre la goutte et la pression exercée par l’aspiration dans la micropipette. Ce qui se traduit 

par ce qui suit :  
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𝑃!"#$$% − 𝑃!"# =   
2𝜎
𝑅!

 

𝑃!"#$$% − 𝑃!"#$%%$ =   
2𝜎
𝑅!"#

 

Puisque la pression dans la goutte est homogène, on peut combiner les deux équations: 

𝑃!"# − 𝑃!"!#$$# =   2𝜎  (
1
𝑅!"#

−
1
𝑅!
) 

𝑃!"# est connue et constante, 𝑃!"!#$$# est fixée expérimentalement, le rayon de la pipette et le rayon de 

la goutte sont mesurés par microscopie, et la tension superficielle des gouttes que nous avons 

fabriquées peut donc être déduite simplement :  

𝜎 =
𝑃!"# − 𝑃!"!#$$#

  2( 1
𝑅!"#

− 1
𝑅!
)

 

Expérimentalement, le système de pression que nous avons utilisé est basé sur le principe des 

réservoirs hydrostatiques communicants. Un réservoir d’eau est lié à la pipette via un tube. Ce vase est 

soumis à un déplacement vertical micrométrique. Une seringue est reliée au système et permet de 

maintenir la goutte dans la micropipette. À l’aide d’un multimètre et d’une sonde de pression, on 

mesure la différence de pression à l’entrée de la pipette avant et après l’aspiration de la goutte (1 mV = 

5 Pa). Le zéro de pression est fait en obtenant l’immobilité d’une poussière dans le tampon utilisé. Les 

objets dont on veut mesurer la tension et les pipettes sont incubées préalablement à l’expérience dans 

du tampon PB à 0,2%m/m Tween 20 pour éviter l’adhésion aux parois de la micropipette. 

 

Méthode Matériau Condition Tension interfaciale 
(mN m-1) 

Micropipette Emulsion formulée PB + 0,2%m/m Tween 20 10±2 

Goutte 

Pendante 
Huile de soja 

PB 6 

PB+1%m/m Pluronic F68 6 

PB + 0,2%m/m Tween 20 5,5 

DMEM 4 

DMEM 1%m/m Pluronic F68 4 

DMEM + 0,2%m/m Tween 20 2,5 

Table 3.6. Comparaison des mesures de tensions interfaciales réalisées avec des micropipettes ou la technique 
de la goutte pendante. Mesures effectuées à 25°C. 
 

Les micropipettes sont obtenues à partir de capillaires de verre dont le diamètre final est de l’ordre du 
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micron. Pour les préparer d’une manière reproductible et précise, il existe des étireuses qui vont 

chauffer le capillaire par un faisceau laser tout en exerçant une traction sur chacune des extrémités pour 

le séparer en deux pointes fines. Le programme utilisé fournit des pointes avec des diamètres intérieurs 

de l’ordre du micron (3 – 5 µm) qui correspondent parfaitement au diamètre de nos gouttes. 

La Table 3.6 présente les résultats obtenus avec les deux techniques. On remarque que les valeurs 

mesurées sont globalement assez faibles et sont toutes inférieures à la dizaine de mN.m-1. La tension de 

surface huile de soja/eau est de l’ordre de la trentaine de mN.m-1 mais Gaonkar a montré que la 

présente d’impuretés naturelles comme des mono- et diglycérides pouvait faire diminuer la tension à 

des valeurs proches de celles que nous observons (Gaonkar, 1989). 

Les tensions interfaciales mesurées dans le DMEM sont systématiquement plus faibles que celles 

mesurées dans le PB, ce qui peut s’expliquer par la composition complexe du milieu de culture qui 

contient des molécules qui ont une légère activité de surface1 comme par exemple les acides aminés.  

La présence de Pluronic F68 ou de Tween 20 dans le milieu n’affecte que très peu la tension de surface 

de l’huile de soja. La tension superficielle mesurée directement sur les gouttes formulées par la 

méthode des micropipettes est égale à 10 ±	
 2 mN.m-1. Quelle que soit la technique utilisée, nous 

mesurons des valeurs qui sont très proches entre elles et nous ne pouvons pas conclure sur l’influence 

d’un surfactant par rapport à un autre à l’interface eau/huile pour les émulsions formulées.  

 

V.7. Mesure du potentiel zêta des gouttes 
Nous avons vu dans le Chapitre 1 que le phénomène de phagocytose est sensible à la charge de 

surface des particules ingérées. Il est donc important de déterminer la charge de surface des gouttes 

ainsi que l’éventuel effet de la fonctionnalisation de l’interface sur celle-ci.  

Par définition on appelle potentiel zêta le potentiel électrique dans la double couche interfaciale entre 

une surface chargée, ici celle de la goutte, et la solution électrolytique. Les forces électrostatiques dues 

à la charge de surface attirent les espèces de charge opposée tandis que les espèces de même charge 

vont être repoussées. La variation progressive du potentiel exercé par la charge de surface se produit au 

sein de la « double couche ». Les ions fortement liés à la surface chargée forment la couche compacte 

ou dense dite de Stern et sont immobiles à la surface (cf. Figure 3.30). En dehors de ce plan, les ions 

forment la partie mobile donc diffuse de la double couche. Le plan de cisaillement est définit 

hydrodynamiquement par le plan qui sépare ces deux types de comportement du liquide vis à vis de la 

particule. Le potentiel au plan de cisaillement est appelé potentiel électrocinétique, plus communément 
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
1 La composition exacte est disponible sur le site du fabricant : 
http://www.lifetechnologies.com/fr/fr/home/technical-resources/media-formulation.42.html 
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appelé potentiel zêta. La mesure du potentiel zêta est réalisée par analyse du mouvement 

électrophorétique d’une suspension de particules, dans un appareil dédié. 

 

 

Figure 3.30. Représentation schématique du potentiel zêta et de la 
double couche du nuage ionique créé par la présence d’une particule 
chargée négativement dans un éléctrolyte.  

 

 

Nous avons mesuré le potentiel zêta de nos émulsions à différentes étapes de la fonctionnalisation : 

gouttes nues sans lipides biotinylés présents dans l’huile, gouttes biotinylées et gouttes fonctionnalisées 

avec des IgGs. L’appareil que nous avons utilisé pour la mesure de ce potentiel est le Nanosizer ZS 

zetasizer (Malvern Instruments, Malvern). L’analyse est réalisée à 25°C, dans un tampon phosphate 

à 0,2%m/mTween20 ayant une force ionique constante de 20 mMol et un pH égal à 7.1. 

 

 

Figure 3.31. Comparaison du potentiel  des gouttes d’émulsions 
à différentes étapes de fonctionnalisation de l’interface. Chaque 
valeur obtenue correspond à la moyenne de trois séries de dix 
acquisitions. 
 

 
Comme on peut le voir sur la Figure 3.31 le potentiel zêta des différentes gouttes est négatif et ne 

dépend pas de la fonctionnalisation de l’interface. Ce potentiel est de l’ordre de - 20 mV, mesure qui 

est en accord avec les observations de la littérature pour des formulations similaires (Hsu and Nacu, 

2003). Le caractère anionique des gouttes trouve son origine dans l’acidité libre de l’huile que nous 

avons utilisée. Dans les conditions de pH que nous utilisons (pH physiologique neutre), les 

groupements carboxyliques sont déprotonés et présentent à l’interface de groupements COO-. 
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VI. Fonctionnalisation des billes de polystyrène 
Dans les études de phagocytose qui seront détaillées ultérieurement, nous avons comparé 

l’internalisation des gouttes avec celle observée par des particules solides de taille équivalente. Partant 

de la littérature existante, nous avons choisi de travailler avec des particules de polystyrène de diamètre 

égal à 6 microns (Polysciences, polystyrene DVB). Après fonctionnalisation, les billes ont été 

caractérisées par cytométrie en utilisant la même méthode que les gouttes d’émulsions. 

 

 
Figure 3.32. Schéma de principe des deux méthodes de fonctionnalisation de la surface des billes de 
polystyrène. Voie 1 : Adsorption directe des IgGs de types différents. Voie 2 : Adsorption de BSA biotinylée à 
la surface des billes suivie par l’incubation avec les IgGs anti-biotines.  
 

Nous avons vu que dans le cas des gouttes, nous étions capables de faire varier la densité d’IgGs sur 3 

ordres de grandeur et d’arriver à des densités de saturation de l’interface. Dans le cas des billes, nous 

voulons être capables d’avoir là aussi une grande dynamique de fonctionnalisation. À saturation, si on 

considère qu’un IgG occupe une surface de 120 nm2, une bille de 6 microns doit porter à sa surface un 

peu moins de 106 IgGs. 

VI.1. Fonctionnalisation des billes par des IgGs anti-biotines  
Dans un premier temps, nous avons tenté de fonctionnaliser les billes de polystyrène avec les mêmes 

IgGs anti-biotines que nous avions utilisées pour les émulsions, et nous avons exploré deux voies 

distinctes de fonctionnalisation (cf. Figure 3.32).  

La première voie est a priori la plus simple et consiste en l’adsorption directe des IgGs anti-biotines à 

la surface des billes (cf. protocole dans la partie Annexes). 
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Figure 3.33. Courbes de fonctionnalisation de la surface des billes avec en (a) le protocole en deux étapes 
faisant intervenir de la BSA-biotine et en (b) l’opsonisation par adsorption physique directe des IgGs en surface.  
 

 La Figure 3.33 montre que nous ne pouvons pas fixer plus de 2.104 IgGs par bille, valeur bien 

inférieure à celles correspondant à une monocouche dense d’anticorps. Ce résultat semble en 

contradiction avec les protocoles utilisant l’opsonisation par adsorption (Chow et al., 2001) qui 

permettent en général de saturer les interfaces. Toutefois, les solutions d’IgGs anti-biotines 

fluorescentes récupérées chez le fournisseur contiennent environ 1 mg.ml-1 d’anticorps mais aussi env. 

15 mg.ml-1 de BSA qui sert d’agent stabilisant. Nous expliquons les valeurs obtenues dans nos 

conditions par une compétition d’adsorption de la BSA avec les IgGs, la BSA étant une protéine plus 

petite et plus facilement adsorbée à la surface (Tenzer et al., 2013). 

La seconde voie a consisté dans un premier temps à adsorber une première couche de BSA conjuguée à 

plusieurs biotines et à utiliser l’interaction spécifique des IgGs antio-biotines pour décorer la surface 

des billes. Outre une éventuelle meilleure efficacité de greffage, nous avons fait l’hypothèse qu’en 

éloignant les IgGs de la surface de polystyrène et en utilisant une fonctionnalisation primaire de type 

biotine, les opsonines seraient mieux orientées que dans le cas de leur adsorption directe. La Figure 

3.33b montre qu’au maximum de la courbe de titration, la densité d’IgGs est plus grande que dans le 

cas d’une adsorption directe, mais que sa valeur reste malgré tout un ordre de grandeur plus faible que 

la densité théorique à saturation. 

 

VI.2. Saturation de la surface des billes avec des IgGs Lapin anti Chèvre FITC 
Pour être capables de saturer la surface des billes avec des immunoglobulines, nous avons finalement 

travaillé avec des IgGs anti-chèvre produits dans le lapin (Anti-Goat IgG-FITC produced in rabbit, 

Sigma-Aldrich, F7367) fonctionnalisés par du FITC. Ces anticorps génériques sont disponibles à des 

concentrations beaucoup plus grandes que les IgGs anti-biotines et les solutions ne contiennent pas de 
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BSA pour la stabilisation. Le protocole de fonctionnalisation des billes est décrit dans les Annexes. Du 

fait que ces protocoles sont communs dans la littérature consacrée à la phagocytose, nous n’avons pas 

réalisé de courbe complète de titration en fonction de la concentration en IgGs en solution. Toutefois, 

cette méthode permet d’obtenir des densités de 7.105 IgGs par bille, soit quasiment la valeur de 

saturation théorique calculée plus haut. 
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Conclusion sur les matériaux fonctionnels étudiés 
Nous avons donc à notre disposition une série de matériaux: des gouttes monodisperses avec 

différentes densités d’IgGs en surface, des suspensions polydisperses plus petites et des billes de 

polystyrène fonctionnalisées. Les gouttes faites au mortier permettent de faire des tests rapides et 

apprécier la qualité du greffage pour optimiser les protocoles. Ces différentes gouttes permettent 

d’étudier l’influence de la taille sur le processus phagocytaire que nous voulons étudier et l’influence 

de la densité de fonctionnalisation par des anticorps spécifiques. Les gouttes issues de la cellule de 

couette ont un diamètre moyen de l’ordre de 7 µm de diamètre et sont fabriquées de manière 

reproductible et contrôlée pour servir de modèle de phagocytose de grands objets tels que les cellules 

sénescentes ou apoptotiques.  

Pour la compréhension du processus de phagocytose et les phénomènes relatifs à la dynamique de 

surface dans la zone d’adhésion avec une cellule, nous avons fonctionnalisé nos gouttelettes 

d’émulsion avec différentes densités d’IgGs anti-biotines fluorescents. Grâce à la cytométrie de flux 

nous avons été capables de convertir de façon quantitative une fluorescence donnée en un nombre de 

protéines par goutte. Ce nombre d’IgGs à la surface des gouttes est un paramètre important qui 

influence la phagocytose comme nous allons le voir dans le chapitre suivant. Nous avons vu qu’on 

pouvait passer de surfaces très diluées en protéines à des surfaces complètement recouvertes formant 

une monocouche stable avec une répartition homogène d’IgGs anti-biotines fluorescents à la surface. 

Pour la plupart des expériences de phagocytose qui vont suivre, nous avons choisi de fonctionnaliser 

nos gouttes avec 2.104 protéines à leur surface, c’est la densité minimale qui permet d’avoir une 

internalisation efficace des gouttes. 

Nous avons effectué des mesures de tension de surface qui traduisent la résistance des gouttes à la 

déformation. Des valeurs précises et stables ont été obtenues nous permettant d’envisager d’utiliser ce 

matériau en tant que capteur de force pour étudier les forces appliquées par des cellules par exemple.  

Finalement, nous avons fonctionnalisé des billes de polystyrène rigides avec les mêmes densités 

d’IgGs à la surface. Ces billes nous seront utiles à la compréhension des mécanismes de 

reconnaissance de pathogènes et leur internalisation à travers la comparaison de la phagocytose 

d’objets liquides (gouttelettes) vs. solides (billes) et l’évaluation de l’influence de la diffusion libre des 

anticorps en surface sur le processus de phagocytose. 
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Préambule 
Dans ce chapitre, nous nous intéressons au processus de phagocytose, plus particulièrement la 

phagocytose induite par les récepteurs FcγR et le mécanisme qui lui est associé (cf. Figure 4.1) à 

travers l’utilisation de gouttes d’émulsions fonctionnalisées. 

Les gouttes utilisées sont des particules liquides de grande taille avoisinant celle des cellules et 

fonctionnalisées avec des IgGs latéralement mobiles à leurs surfaces. Les questions qui se posent 

alors : les gouttes sont-elles reconnues et internalisées par les macrophages ? leurs tailles, charges et 

densités de surface ont-elles une incidence sur le mécanisme de phagocytose ?  

Pour y répondre les macrophages sont incubés avec les gouttes fonctionnalisées et suivis au cours du 

temps par microscopie confocale et de fluorescence.  

D’autre part, ces gouttes ont la particularité d’être fonctionnalisées avec des immunoglobulines qui 

ont la possibilité de diffuser sur toute leur surface, il est donc important d’étudier les effets de cette 

mobilité sur leur internalisation et nomtamment répondre à la question suivante : la mobilité latérale 

des IgGs a-t-elle une incidence sur l’internalisation des gouttes ? Dans ce contexte, nous avons 

comparé, à tailles et densités d’opsonines comparables, la phagocytose des gouttes et de billes en 

polystyrène rigides.  

(a) 

 

(b) 

 
Figure 4.1. Modèle de phagocytose par la reconnaissance via les récepteurs Fcγ de particules opsonisées par 
des anticorps. (a) Reconnaissance d’une particule par ses récepteurs (b) Internalisation de la particule et 
formation du phagosome.	
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I. Construction de la chambre d’observation et conditions 
expérimentales  

Travailler avec des émulsions impose une contrainte expérimentale due à la densité de ces dernières 

plus faible que l’eau. Il faut donc un dispositif expérimental permettant la mise en contact des 

gouttes et des cellules.  

La chambre d’observation a été construite sur mesure et réalisée à partir de deux lamelles de verre 

(20 mm x 20 mm), préalablement lavées à l’acétone pour enlever tous les résidus organiques, 

stérilisées à l’éthanol, et assemblées par un adhésif double face qui permet d’obtenir une épaisseur de 

100 "m et un volume total dans la chambre de 40 "L. 

L’une des lamelles est pré-incubée 24 h avant les expériences pour y faire adhérer les macrophages. 

Avant de monter la chambre d’observation, la lamelle supportant les cellules est d’abord lavée avec 

du milieu DMEM pour éliminer les débris cellulaires.  

Le choix des cellules s’est porté sur une lignée de macrophages de souris RAW 264.7 

Lifeact_mCherry qui permet la visualisation de l’actine (voir le chapitre Annexes pour les conditions 

de culture cellulaire ainsi que les détails sur la lignée et sa transfection). La lignée cellulaire nous a 

été gracieusement été fournie par le groupe de P. Jurdic (IGFL, ENS Lyon, France). 

(a) 

 

(b) 

 
Figure 4.2. (a) Représentation schématique de la configuration de l’expérience et des chambres d’observation 
lamelle-lamelle incubées à 37°C sous 5% de CO2. (b) Image en microscopie optique de transmission (10x) 
d’une suspension de gouttes dans du DMEM. Echelle : 100 microns. 
 

  
Une fois la chambre montée, les gouttes d’émulsion ou les billes en polystyrène en suspension à une 

concentration initiale de deux particules par cellule dans du DMEM ont été introduites dans les 

chambres d'observation par capillarité et incubées à 37°C sous 5% de CO2 pendant un temps 

déterminé et en présence de macrophages (cf. Figure 4.2).  

Les gouttes d’émulsion, ayant une plus faible densité que la phase aqueuse (d = 0,92), remontent et 

viennent au contact des cellules RAW 264.7 Lifeact_mCherry. Au contraire les billes PS étant plus 
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denses que le milieu d’incubation, elles sédimentent au fond de la chambre qui est retournée cette 

fois ci de façon à ce que la configuration permette leur adhésion aux cellules (cf. Figure 4.2a).  

La concentration initiale de particules en suspension a été déterminée par la méthode de mesure sous 

microscope décrite dans le chapitre précédent et vérifiée en cytométrie de flux. Le nombre des 

cellules est de 106 par lamelle, correspondant à la densité montrée sur la Figure 4.2b. 

Le suivi se fait soit sur des cellules fixées après un temps qui varie entre cinq et 120 minutes ou en 

temps réel sur des cellules vivantes.  

Afin de visualiser l’actine lors de la phagocytose, nous avons marqué l’actine sur cellules fixées. Le 

marqueur utilisé est de la phalloïdine couplée à un fluorophore rouge, Atto-555. Bien que les 

macrophages soient transfectés avec le Lifeact_mCherry qui marque la fluorescence de l’actine dans 

le rouge, les cellules perdent de leur fluorescence entre 3 et 4 passages après leur décongélation dans 

les conditions de culture que nous avons utilisées. Pour être sûrs de visualiser les filaments d’actine 

sur cellules fixées, nous ajoutons donc de la phalloïdine marquée. 

Le suivi en temps réel permet de visualiser l’internalisation des objets et la dynamique des récepteurs 

en surface à la fois des gouttes mais aussi des membranes cellulaires. Le temps moyen pour que les 

particules entrent en contact avec les cellules est inférieur à 5 minutes. 

Pour évaluer l’effet de la fonctionnalisation de surface, nous avons travaillé sans sérum pour être 

dans des conditions telles que la phagocytose non spécifique, par rapport à la présence des IgGs, soit 

minimale. En effet, le sérum est la fraction liquide du sang coagulé d’un fœtus, sans cellules, 

fibrinogènes et autres facteurs coagulants. Cependant, comme il a déjà été souligné dans le chapitre 

2, le sérum contient des facteurs de croissance, des protéines comme les immunoglobulines et des 

fractions d’endotoxines (LPS) qui peuvent s’adsorber de manière non spécifique à la surface des 

gouttes ou des billes et induire des variations dans la réponse immunitaire (Cooper et al., 1984; 

Kielian and Blecha, 1995; Tobias and Ulevitch, 1993).  

Travailler sans sérum permet donc de s’assurer que la surface des objets étudiés est celle induite par 

la fonctionnalisation sans interférences de l’adsorption de protéines supplémentaires. 

 

II. Processus d’internalisation des gouttes d’émulsions 
Nous avons fixé les paramètres en choisissant une densité d’IgGs de 3.104 prot/goutte et le ratio 

initial goutte:cellule a été fixé à 2:1.  

Les images obtenues en microscopie en transmission et de fluorescence montrent qu’au bout de cinq 

minutes les gouttes adhèrent à la surface du macrophage. Cette adhésion est rapidement suivie par la 
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polymérisation locale de l’actine marquée (cf. Figure 4.3-5minutes) et la formation du cup contenant 

la goutte. La phagocytose de grosses particules est un processus qui nécessite la contribution de 

l’actine (dépendant de l’actine) pour permettre au macrophage d’étendre sa membrane autour de la 

goutte en l’enrobant entièrement formant le cup d’actine (Groves et al., 2008; May and Machesky, 

2001). L’existence d’un cup est donc la marque que le processus mis en jeu est de la phagocytose 

(Swanson, 2008).  

Au bout de trente minutes, les gouttes sont phagocytées par les macrophages, comme le montre la 

Figure 4.3. On remarque sur l’image en transmission que la visualisation des gouttes internalisées est 

aisée, ce qui facilitera la quantification des processus. À la fin de l’internalisation des gouttes, on 

remarque que le cup d’actine a disparu, ce qui est en accord avec les résultats de la littérature 

(Swanson, 2008).  

 

Figure 4.3. Images en microscopie en transmission et en 
fluorescence de la phagocytose des gouttes fonctionnalisées avec des 
IgGs à 5 et 30 minutes d’incubation avec les macrophages. Rouge : 
actine, Bleu : noyau. Échelle : 10 "m. 

Une fois que le processus d’internalisation commence, quelques minutes suffisent pour qu’une 

goutte fonctionnalisée avec des IgGs soit entièrement internalisée, comme le montre la Figure 4.4. 

Ceci est en accord avec les observations faites dans la littérature avec des particules de polymère 

dans la même gamme de taille (Champion and Mitragotri, 2006).  

 

 
Figure 4.4. Observation en microscopie confocale en transmission de l’ingestion d’une goutte d’émulsion 
fonctionnalisée avec des IgGs. Échelle : 10 "m. 
 



Chapitre	
  4	
  :	
  Phagocytose	
  de	
  gouttes	
  d’émulsions	
  fonctionnalisées	
  

	
  

	
  

115 

La Figure 4.5 montre un macrophage contenant trois gouttes, chacune correspondant à trois moments 

distincts de son internalisation. Sur cette image, nous visualisons le noyau (bleu), l’actine (rouge), et 

les IgGs des gouttes en vert. Notons que les gouttes fonctionnalisées par des IgGs ont une surface 

fluorescente et homogène lorsqu’elles sont dispersées dans un tampon, comme nous l’avons montré 

sur la Figure 3.15. Dans l’étape 1, nous observons, en plus de la forte polymérisation d’actine 

présentée ci-dessus, une concentration des IgGs dans la zone de contact avec le macrophage. La 

goutte 2 est imagée à une étape plus tardive de son internalisation, lorsque le phagosome est formé le 

cup d’actine dépolymérisé. Les IgGs ont retrouvé maintenant une répartition homogène autour de la 

surface. Enfin, la goutte 3 est la plus avancée dans sa phagocytose, et celle-ci ne fait plus apparaître 

de fluorescence sur sa surface.  

 

IgG – Noyau - Actine 

 

 
Figure 4.5. Image en microcopie confocale d’un 
macrophage contenant trois gouttes opsonisées à des 
stades différents de l’internalisation : (1) extension de 
membrane associée à l’existence d’un cup d’actine, (2) 
goutte internalisée autour de laquelle l’actine s’est 
dépolymérisée et (3) goutte ayant perdu sa fluorescence. 
Les pointillés blancs sont superposés à la goutte qui n’est 
pas visible en fluorescence. Échelle : 10 µm. 

 

Dans la suite, nous nous sommes spécifiquement interessés à décrire de manière quantitative les 

étapes qui correspondent à la goutte 1 de la figure ci-dessus. Bien que nous n’ayons pas réalisé 

d’études exhaustives, nous discuterons qualitativement, en fin de chapitre, des étapes correspondant 

aux gouttes 2 et 3. 

III. Analyse quantitative du processus de phagocytose 
Dans cette partie, nous allons étudier plus en détails l’internalisation des gouttes d’émulsions par les 

macrophages et présenter les différentes hypothèses émises quant à l’identification du mécanisme de 

ce processus complexe. La première étude concernera la cinétique d’internalisation des gouttes, au 

niveau de la cellule unique i.e le temps nécessaire à une cellule au contact de la goutte pour 

l’internaliser et au niveau de la population de cellules i.e le temps nécessaire à internaliser la quantité 

maximale des gouttes présentes. Pour cette étude nous avons fixé les paramètres en choisissant une 

densité d’IgGs de 3.104 IgGs par goutte sur une durée de deux heures. Cette densité correspond, 
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comme nous le verrons par la suite, à la quantité d’IgGs minimale pour induire une phagocytose 

efficace des gouttes. Le ratio initial goutte:cellule a été fixé à 2:1. 

	
  

III.1. Choix d’une méthode de quantification de l’internalisation 
Afin de rendre compte de l’efficacité de la phagocytose, nous avons mesuré sur une population 

d’environ 200 macrophages choisis au hasard (soit 20 images au microscope avec un objectif 100x) 

le nombre de cellules qui internalisent entre une et cinq particules. Deux paramètres ont été définis, 

l’index de phagocytose « PI » (pour Phagocytic Index) et le pourcentage des cellules qui internalisent 

des gouttes « %CI ».  

Le calcul de l’index de phagocytose est réalisé selon le protocole mis au point par Campbell et al. 

(Campbell et al., 2001), et prend en compte non seulement le nombre (en pourcentage) de cellules 

qui sont phagocytaires, mais aussi leur capacités « activité » phagocytaires (combien de particules 

sont internalisées par cellule), ce qui nous donne rapidement accès à l’efficacité de l’internalisation.  

Le calcul de cet index par cette méthode est commun à beaucoup d’études vues dans la littérature 

(Beningo and Wang, 2002; Hishikawa and Cheung, 1991) cependant il existe aussi d’autres 

méthodes qui prennent en compte, en plus des particules internalisées, celles qui sont attachées à la 

surface des macrophages (Champion et al., 2008; Doshi and Mitragotri, 2010; Sharma et al., 2010). 

Pour nos études, nous ne nous sommes intéressés qu’aux particules complètement internalisées 

comme signe indicateur de l’efficacité de l’internalisation. 

L’index de phagocytose, PI, correspond à la moyenne arithmétique pondérée du nombre total de 

particules internalisées par cellule.  

PI =    !× !"!!!!   
!"!"#$%

×  100  

où NC! correspond au nombre des cellules qui internalisent n particules et NCTotal correspond au 

nombre total de cellules analysées. 

Comme le paramètre PI est sensible à l’existence de cellules non compétentes pour la phagocytose, 

nous introduisons aussi le paramètre %CI qui quantifie, indépendemment du nombre de particules 

ingérées, la proportion de cellules qui internalisent au moins une particule sur l’ensemble des cellules 

analysées. On a donc :  

%IC = !"!!!!
!"!"#$%

×  100  
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III.2. Cinétique de l’internalisation 
Afin d’évaluer le comportement des gouttes au niveau cellulaire et d’élucider les mécanismes mis en 

jeu pendant leur phagocytose, la cinétique d’internalisation a été évaluée. Cette étude nous permettra 

de comparer nos résultats de cinétique avec ceux observés dans la littérature.  

La Figure 4.6 ci-dessous montre l’évolution temporelle de deux paramètres expériementaux définis 

précédemment. Ces deux paramètres augment linéairement pendant les vingt premières minutes puis 

atteignent un plateau au bout de 45 minutes d’incubation des gouttes avec les cellules. 

 
Figure 4.6. Évolution en fonction du temps du %IC et du PI. Les courbes obtenues ont été modélisées par une 
cinétique d’ordre 1. Les valeurs au plateau sont égales respectivement à 50% en IC% et 1,08 goutte/cellule en 
PI. Les constantes de temps ! sont respectivement égales à 13 et 19 min.  
 
La courbe obtenue a été modélisée par une cinétique de type ordre 1 :  

! ! !"#$%#& ! ! ! !!
!
!  

de laquelle on peut déduire la constante de temps d’internalisation caractéristique ! qui est de l’ordre 

d’une quinzaine de minutes.  

 

Au bout de 45 minutes d’incubation, 50% des cellules analysées ont internalisé au moins une goutte. 

L’index de phagocytose PI au plateau, correspond dans les mêmes conditions à une goutte par 

cellule, soit 50% des gouttes mises au départ au contact des cellules ont été complètement 

internalisées (cf. Figure 4.6). 

Les ordres de grandeurs des paramètres cinétiques sont en accord avec les observations faites dans la 

littérature (Hampton, 1994; Unkeless & Eisen, 1975), en tenant compte du fait que les valeurs des 

constantes peuvent légèrement varier selon la lignée cellulaire étudiée et les caractéristiques de 

l’objet à phagocyter (Bizal and Butler, 1991). Bizal et al. ont par exemple étudié la phagocytose de 

levures inactivées (Saccharomyces cerevisiae) par des macrophages alvéolaires et des marcophages 

péritonéaux de souris. La comparaison des constantes de vitesses de l’internalisation mesurées 
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montrent que la phagocytose est plus rapide dans le cas des macrophages péritonéaux (K = 0,047 ± 

0,005 min-1) par rapport aux macrophages alvéolaires (K = 0,016 ± 0,005 min-1). La valeur que nous 

observons est de l’ordre de 0,052 ± 0,008 min-1. Cette valeur est légèrement supérieure à celle que 

nous venons de mentionner en raison du type différent de macrophages (murins) utilisés. On peut 

cependant dire que globalement l’échelle de temps du phénomène est similaire.  

 

D’autre part, afin de rendre compte de ce qui se passe à l’échelle de la cellule unique, il est 

intéressant d’examiner l’évolution de la statistique de l’internalisation, i.e. le nombre de gouttes 

internalisées par cellule, en fonction du temps. Nous avons mesuré ce nombre entre zéro et cinq 

considérant négligeable le nombre des cellules qui internalisent plus de cinq gouttes. 

 
Figure 4.7. Distributions du pourcentage des cellules en fonction du nombre de gouttes internalisées entre 5 et 
45 minutes (a), et entre 45 et 120 minutes (b).  
 
La Figure 4.7 compare les distributions du nombre de gouttes internalisées par cellule à 5 et 45 

minutes (a), et 45 et 120 minutes (b). Notons que ces temps correspondent respectivement au début 

du processus, au temps où le palier est atteint et à la fin de l’expérience. Nous constatons clairement 

des différences significatives des distributions à 5 et à 45 minutes avec une diminution du 

pourcentage des cellules phagocytaires non actives au profit de celles qui internalisent jusqu’à 5 

gouttes par cellule et qui représentent 50% de la population étudiée. À l’inverse, la comparaison des 

distributions obtenues entre 45 et 120 minutes montre que le système a atteint l’équilibre et ne varie 

plus de manière significative.  
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Figure 4.8. Distribution du nombre de cellules qui 
internalisent entre une et cinq gouttes en fonction du 
temps. NCn représente le nombre de cellules avec n 
gouttes. 
 

Dans la Figure 4.8, nous avons représenté l’évolution des distributions du nombre de gouttes par 

cellule et leur répartition pour chaque temps afin d’avoir une visualisation plus complète de 

l’ensemble du système. L’équilibre est atteint après 45 minutes d’incubation et 50% des cellules 

internalisent en majorité de 1 à 3 gouttes d’émulsions.  

 

Ces observations sont en accord avec l’interprétation des résultats de la cinétique du processus et 

nous permettent de mieux décrire et quantifier la phagocytose des gouttes d’émulsions. Cependant 

une question se pose : pourquoi la moitié des macrophages ne sont pas capables d’identifier et 

internaliser les gouttes fonctionnalisées ? 

 

III.3. Qu’en est-il des macrophages qui ne phagocytent pas ? 
Dans notre procole, les macrophages sont mis à adhérer sur les lamelles que nous utiliserons pour les 

expériences 24 h avant de réaliser les mesures d’internalisation. Dans ces conditions, nous avons 

mesuré par immunomarquage en fluorescence, pour une population de macrophages, la densité de 

récepteurs de type Fcγ présente à la surface des macrophages (protocole en Annexes). Comme le 

montre la Figure 4.9a, la mise en évidence des récepteurs à la surface des cellules révèle à l’échelon 

cellulaire une hétérogénéité d’expression. Toutes les cellules observées n’expriment pas la même 

intensité de fluorescence induite par le marquage des récepteurs FcγR impliqués dans la phagocytose 

(cf. Figure 4.9b). Un comptage rapide nous permet de réaliser qu’environ la moitié des cellules ont 

une fluorescence plus faible. La différence des macrophages dans leur capacité à internaliser des 

gouttes pourrait donc être attribuée à cette hétérogénéité.  
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Figure 4.9. (a) Image en microscopie confocale de l’immuno-marquage fluorescent (en rouge) des récepteurs 
Fc!R présents à la surface des macrophages Raw 246.7 Lifeact_mcheery. (b) Histogramme de l’intensité de 
fluorescence moyenne de deux sous-populations de cellules. Échelle : 30 "m. 
 
Cette hétérogéité d’expression pourrait être partiellement due au fait que toutes les cellules de la 

lamelle ne sont pas dans les mêmes phases du cycle cellulaire. En effet, Gandour et al. ont étudié 

l'influence du cycle cellulaire sur la densité et les propriétés des récepteurs Fc! présents à la surface 

de macrophages murins. Ils ont démontré que l’activité phagocytaire est fortement dépendante de la 

phase du cycle dans laquelle se trouve la cellule (Gandour and Walker, 1983).  

 

Avant d’aller plus loin dans l’étude de la phagocytose, nous devons nous assurer de la spécificité de 

l’internalisation des gouttes fonctionnalisées. Comme nous l’avions souligné dans le premier 

chapitre, les macrophages possèdent un grand nombre de récepteurs à leurs surfaces qui leur 

permettent de reconnaître différents types d’agents infectieux et de les détruire par digestion 

intracellulaire. Nous nous intéressons plus précisément à la phagocytose induite par les récepteurs 

Fc!R qui implique la reconnaissance des IgGs présents à la surface des objets à internaliser. Afin 

d’évaluer le rôle de la quantité d’IgGs à la surface des gouttes nous devons nous assurer de la 

spécificité de la phagocytose que nous observons.  
 

III.4. Spécificité de l’internalisation des gouttes d’émulsions fonctionnalisées 
La spécificité de l’internalisation est la capacité du système à reconnaître les gouttes fonctionnalisées 

avec des IgGs à leurs surfaces. Afin de la mettre en évidence, nous avons évalué l’efficacité de 

l’internalisation des gouttes avec différentes surfaces : des gouttes nues à base d’huile de soja pure, 

des gouttes biotinylées formulées avec de l’huile de soja dans laquelle nous avons dissout des 
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phospholipides DSPE-PEG2000-Biotine, et enfin des gouttes biotinylées fonctionnalisées avec 3.104 

prot/goutte d’IgGs anti-biotines à leur surface.  

Au bout de 45 minutes d’incubation, qui correspondent au temps nécessaire pour atteindre le palier 

d’internalisation, les résultats obtenus à la suite des analyses des images sur cellules fixées sont 

représentés dans la Figure 4.10.  

Alors que les cellules n’internalisent quasiment pas les gouttes nues et biotinylées dans le domaine 

de taille considéré, elles sont en revanche activées par la reconnaissance spécifique des IgGs avec 47 

± 1.8% des cellules qui sont capables d’internaliser en moyenne 0.88 ± 0.04 gouttes opsonisées. Ces 

valeurs correspondent à celles observées dans l’étude de la cinétique au palier.  

De précédentes études ont démontré que l’efficacité de la phagocytose dépend de la charge de 

surface des particules à internaliser (Tabata and Ikada, 1988). En effet, des particules possédant une 

forte charge de surface positive ou négative sont connues pour être facilement internalisées et d'une 

manière non-spécifique. Pour s’assurer que la différence observée est due à une reconnaissance 

spécifique et non à un effet de charge de surface, le potentiel zéta des gouttes a été évalué. Le 

potentiel $ indique que la surface des gouttes est chargée négativement de l’ordre de – 20 mV (cf. 

Figure 3.31) et ne dépend pas de la fonctionnalisation de l’interface. Ainsi ce paramètre ne peut pas 

expliquer les différences observées et l'efficacité de la phagocytose des gouttes d’émulsions 

fonctionnalisées dépend donc uniquement de la présence des IgGs anti-biotines à leurs surfaces.  

 
Figure 4.10. Figure 4.10Représentation de l’internalisation des gouttes en fonction de leurs propriétés de 
surface, le %IC en (a) est de l’ordre de 50% et le PI en (b) correspond à 0.8 goutte/cellule. Seules les gouttes 
avec des 2 104 prot/goutte d’IgGs anti-biotine à leur surface sont efficacement internalisées par les 
macrophages. *** indique p < 0,001 
 

Les faibles taux d’internalisation des gouttes nues et biotinylées peuvent être liés à la présence de 

Pluronic F68 utilisé à 1% lors de la fabrication des gouttes et qui ne se désorbe pas malgré les 

différentes étapes de lavages (Svitova and Radke, 2005). La présence de ce type de tensioactifs 

pourrait produire un effet d’écrantage qui inhibe la phagocytose et qui serait éliminé par la fixation 
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des anticorps anti-biotine à la surface des gouttes, induisant la reconnaissance et la phagocytose par 

les macrophages. Davis et al. ont étudié la phagocytose par des macrophages péritonéaux de gouttes 

d’émulsions fabriquées à partir d’huile de soja et stabilisées soit avec des mélanges de 

phospholipides soit avec un tensioactif non ionique le poloxamer 338. Ils ont ainsi démontré que la 

phagocytose des gouttes stabilisées avec le tensioactif non ionique était la plus lente (Davis and 

Hansrani, 1985). Stossel et al. ont aussi étudié l’effet du poloxamer 188 et 338 sur la phagocytose de 

gouttes d’émulsion par des neutrophiles. Ils ont démontré que la présence de ces deux tensioactifs 

inhibe totalement la phagocytose (Stossel et al., 1972).  

Nous avons montré donc que les macrophages sont capables de reconnaître spécifiquement les 

gouttes ainsi conçues. Toutefois, un facteur taille intervient aussi, puisque que nous démontrons dans 

le paragraphe qui suit que le comportement des macrophages varie vis-à-vis de la taille de la goutte à 

internaliser. 

III.5. La spécificité dépend de la taille des objets à internaliser 
Nous avons vu dans le premier chapitre que la phagocytose dépend de la taille des particules 

internalisées et ce quelque soit le type de récepteur impliqué. L’origine de cette dépendance reste 

ambiguë (Pacheco et al., 2013; Rudt and Müller, 1993; Simon and Schmid-Schönbein, 1988; Tabata 

and Ikada, 1988). Cependant, la majorité des études s’accordent sur le fait que les macrophages ont 

une préférence pour les particules de petites tailles qui correspondent à 2 – 3 µm (Champion et al., 

2008; Doshi and Mitragotri, 2010; Koval et al., 1998). Au delà de cette taille, les particules sont à 

peine internalisées sauf dans le cas d’une interface saturée en immunoglobulines (Zhang et al., 

2010). Les études existantes ont donc contribué à la compréhension du processus de phagocytose à 

travers la modélisation de l’internalisation de petites particules comme les bactéries (0,2 – 2 µm) ou 

les virus (0,3 µm). Cependant elles ne parviennent pas à rendre compte de la capacité qu’ont les 

macrophages à internaliser de gros objets comme les cellules sénescentes (7 – 9 µm, ex. érythrocytes 

8 µm), apoptotiques (< 10 µm) ou encore les cellules cancéreuses (10 – 20 µm).  

Dans cette partie, nous allons étudier l’effet de la taille des gouttes sur l’efficacité de 

l’internalisation. Nous avons à notre disposition deux lots de gouttes d’émulsions. Le premier 

echantillon correspond a des petites gouttes polydisperses [1 – 4 µm], de taille inférieure à 5 µm, 

réalisées au mortier, et le deuxième échantillon est une émulsion monodisperse avec un diamètre 

moyen de 7 µm réalisée avec l’émulsificateur de Couette. 

Afin d’évaluer un possible effet de la taille, nous avons d’abord observé l’internalisation des deux 

lots de gouttes non opsonisées. Les premières informations ont été obtenues par microscopie en 
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transmission et de fluorescence, au bout de 45 minutes d’incubation avec les cellules. La Figure 

4.11a montre que les petites gouttes polydisperses sont efficacement phagocytées par les 

macrophages sans être opsonisées. Leur internalisation est donc non spécifique. En revanche, la 

Figure 4.11b montre que les macrophages en contact avec la population de grosses gouttes 

monodisperses n’internalisent aucune goutte. 

 
Figure 4.11. Images en microscopie de fluorescence et en transmission de l’internalisation des deux lots de 
gouttes. (a) Seules les petites gouttes sont internalisées, (b) les macrophages exposés aux plus grosses gouttes 
monodisperses n’internalisent aucune. Échelle 10 "m. 
 

Par la suite nous nous sommes intéressés à la phagocytose des mêmes lots de gouttes 

fonctionnalisées avec la même densité d’IgGs. Les photos en microscopie en transmission montrent 

que dans le cas où les gouttes sont fonctionnalisées, l’internalisation est efficace pour les deux lots 

d’émulsions (cf. Figure 4.12).  

On retrouve bien à travers ces expériences que la phagocytose dépend de la taille des objets à 

internaliser et on observe de plus que celle ci n’est spécifique que pour des tailles supérieures à 5 "m 

de diamètre. Dans ce cadre il peut être intéressant de confronter nos résultats à ceux obtenus pour la 

phagocytose de billes de polystyrène de tailles qui varient entre 1 et 9 "m, (!) non opsonisées 

impliquant les scavengers récepteurs et (ii) opsonisées avec des IgGs impliquant la reconnaissance 

induite par les récepteurs Fc!R (Champion et al., 2008; Doshi and Mitragotri, 2010). 
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Figure 4.12. Images en microscopie en transmission de l’internalisation des deux lots de gouttes (a) et (b) 
fonctionnalisées avec la même densité d’IgGs et qui est égale à 3 104 prot/goutte. 
 
Ces études ont rapporté que les particules possédant des diamètres de 2 à 3 "m sont celles qui 

donnent les taux d’internalisation les plus élevés qu’elles soient opsonisées ou pas, au-delà et en-

dessous de cette taille l’internalisation des billes est beaucoup plus difficile (cf. Figure 1.17).  

Bien que la variabilité des lignées cellulaires utilisées dans ces études ne permette pas de 

comparaison directe, nous pouvons souligner la différence observée avec l’internalisation de nos 

gouttes d’émulsions. En effet, nous démontrons que pour de petites tailles la phagocytose a lieu 

même en absence des IgGs alors que pour des gouttes de 7 "m de diamètre une fonctionnalisation de 

surface est nécéssaire pour induire leur internalisation. 

Nous démontrons donc que les macrophages sont capables de reconnaître spécifiquement les gouttes 

ainsi conçues. Nous pouvons maintenant évaluer le rôle de la quantité d’IgGs à la surface des gouttes 

sur l’efficacité de l’internalisation.  

III.6. La phagocytose dépend de la densité d’immunoglobulines à la surface des 

gouttes 
Nous disposons à ce stade d’objets liquides, les gouttes d’émulsions, dont la surface peut être 

fonctionnalisée avec un excellent contrôle de la densité de protéines. La reconnaissance des gouttes 

aboutit à leur phagocytose de manière spécifique. Nous proposons donc de déterminer s’il existe une 

densité minimale d’IgGs à la surface des gouttes nécessaire pour induire la phagocytose par les Fc! 

récepteurs. Pour ces études, nous avons fonctionnalisé les gouttes avec des densités croissantes 

d’IgGs anti-biotines à la surface qui correspondent à une variation de la quantité de protéines de 103 

IgGs/goutte à 8 104 IgGs/goutte (respectivement à 105 nm2/IgG et 103 nm2/IgG) et nous les avons 

incubées avec des macrophages pendant 45 minutes. Les courbes dose-réponse que nous obtenons 

sont ainsi représentées dans la Figure 4.13 et décrivent la réponse cellulaire %IC ou PI (réponse) à 

des densités croissantes d’IgGs (dose). 
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Figure 4.13. Dépendance de l’efficacité de la phagocytose en fonction de la densité d’IgGs anti-biotine en 
surface des gouttes. (a) %IC en fonction du nombre d’IgGs/goutte. (b) PI en fonction du nombre 
d’IgGs/goutte. Les deux courbes sont décrites par la loi de Hill à 3 paramètres. Chaque valeur correspond à la 
moyenne de deux expériences indépendantes. (c)! Images en microscopie en transmission de lamelles 
représentatives des groupes d’expériences A, B et C. Échelle : 10 "m. *** indique p < 0,001. 
 
Nous obtenons des courbes dose-réponse (ou dose-effet, dose-action) qui décrivent la réponse du 

système en fonction de la densité des IgGs (cf. Figure 4.13). La relation dose-réponse est définie 

selon l’ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, U.S.A.) comme étant la relation 

entre “la quantité d'exposition à une substance (dose) et les changements conséquents dans les 

fonctions physiologiques ou la santé (réponse)”. Cette notion permet d’établir des doses seuil qu’on 

cherche à estimer. Elle est souvent utilisée pour déterminer l’effet de doses croissantes d’une 

substance à étudier, par exemple obtenir la concentration donnant la moitié de l’efficacité maximale 

pour comparer entre elles différentes molécules (DeLean et al., 1978).  

La courbe dose-réponse est généralement transformée en une sigmoïde en utilisant un repère semi-

logarithmique (cf. Figure 4.14). La courbe ainsi obtenue donne accès à trois paramètres importants : 

(i) La dose seuil à partir de laquelle il y a apparition de l’effet, (ii) La dose maximale qui est attribuée 

lorsqu’on atteint la réponse maximale, (iii) la DE50 (Dose Efficace 50) pour laquelle on obtient 50% 

de la réponse maximale.  
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Figure 4.14. Représentation de la courbe dose-réponse ainsi que les principaux paramètres qui en résultent. 
Image adaptée de (Loichot and Grima, 2006). 
 
La Figure 4.13 montre que le pourcentage de cellules qui ont la capacité d’internaliser des gouttes (a) 

ainsi que l’indice de phagocytose (b) augmentent avec le nombre d' IgGs à la surface et atteignent un 

plateau au-dessus de 104 IgGs/goutte pour lequel 52 ± 2% des cellules sont capables d’internaliser 

0.87 ± 0.81 gouttes (%ICMax et PIMax). L’étude statistique des résultats de l’expérience montre des 

différences significatives de l’efficacité de phagocytose entre les densités d’IgGs au plateau (C), à 

50% de l’efficacité maximale obtenue (B) et aux faibles densités (A). Par ailleurs au-delà de la 

densité maximale, la phagocytose reste constante sur une gamme de densités d’un ordre de grandeur 

(entre 104 et 105 IgGs/goutte, voir figure 5.10 (a) et (b)). La Figure 4.13c montre des images de 

microscopie caractéristiques des trois conditions A, B, et C. 

Les deux courbes suivent une équation de Hill à partir de laquelle nous pouvons extraire la valeur de 

la densité d’IgGs pour laquelle nous obtenons 50% de l’efficacité maximale de phagocytose. 

Prenons l’exemple la courbe PI = f (IgGs/goutte), l’équation de Hill à 3 paramètres correspond dans 

ce cas à : 

PI =
PI!"#

1+
IgG50

(IgG per droplet)
! 

 

où PIMax représente la valeur de saturation de la courbe, IgG50 le nombre d’IgGs par goutte 

nécessaire pour atteindre 50% de la valeur de saturation et n le coefficient de Hill. Nous obtenons 

donc les valeurs suivantes : PIMax = 0.87 ± 0.8; IgG50 = 2330 ± 180 IgGs/goutte; n = 2.6 ± 0.5. 

La courbe %IC = f (IgGs/goutte) donne les résultats suivants : %ICMax = 52 ± 2% ; IgG50 = 2,15 103 

± 200 IgGs/goutte ; et n = 1.6 ± 0.2.  
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Figure 4.15. Comparaison des paramètres de Hill ; IgG50 et n, extraits des courbes %IC = f (IgGs/goutte) et PI 
= f (IgGs/goutte).  
 
La comparaison des valeurs extraites des deux courbes %IC = f (IgGs/goutte) et PI = f (IgGs/goutte) 

des paramètres de Hill est représentée sur la Figure 4.15. Alors que quelle que soit la paramétrisation, 

les valeurs de IgG50 ne sont pas significativement différentes, le coefficient de Hill n est supérieur 

dans le cas ou l’on mesure le PI par rapport au %IC. Ceci s’explique par le fait que tenant compte du 

nombre de particules internalisées, le PI est sensible aux grandes valeurs, ajoutant donc une plus 

grande non-linéarité à la courbe. 

Notons que le nombre d’IgGs par goutte nécessaire pour atteindre 50% de l’efficacité maximale 

obtenue est de l’ordre de 2.103, ce qui correspond à environ 0,2% de la monocouche de protéines 

d’IgGs qu’on peut greffer en surface des gouttes, si on considère qu’une IgG a une aire de 120 nm2. 

Cette densité est extrêmement faible, et nous comparerons un peu plus loin dans le manuscrit cette 

valeur à des mesures similaires qui ont été réalisées avec des erythrocytes comme cibles. 

 

Figure 4.16. Variation du %IC en fonction du nombre de goutte 
par cellule pour les trois groupes d’expériences A, B et C 
correspondant aux densités d’IgGs au plateau (C) à 50% de 
l’efficacité maximale obtenue (B) et aux faibles densités (A). 

Si l’on s’intéresse maintenant à ce qui se passe au niveau cellulaire, on trouve que le nombre de 

protéines à la surface des gouttes modifie la distribution du nombre de gouttes par cellule. 

Nous avons représenté sur la Figure 4.16 le %IC en fonction du nombre de gouttes par cellule pour 

les trois groupes d’expériences A, B et C définis dans la Figure 4.13c. Nous voyons que plus la 

densité d’IgGs croit plus la valeur moyenne du nombre de gouttes par cellule augmente. Ainsi, non 

seulement la quantité d’IgGs à la surface des gouttes induit une augmentation du nombre des cellules 
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qui sont phagocytaires mais aussi un accroissement de leur capacité de phagocytose (nombre de 

gouttes/cellule).  

!

Nous démontrons alors que la densité d’IgGs à la surface des gouttes joue un rôle important que ce 

soit en stimulant les macrophages pour internaliser des gouttes ou en faisant croitre la valeur 

moyenne du nombre de gouttes qu’ils sont capables de phagocyter. La réponse phagocytaire est donc 

sensible à ce paramètre et conduit à une relation dose-réponse qui donne accès à d’importants 

paramètres qui décrivent l’efficacité de notre système.  

Dans ce contexte, et malgré le peu d’études existantes sur ce sujet, des observations récentes ont 

indiqué qu’une densité minimale de protéines est nécessaire pour induire la phagocytose de globules 

rouges opsonisés avec des IgGs (Gallo et al., 2010). Gallo et al. ont ainsi étudié la phagocytose de 

SRBC (sheep red blood cell) opsonisés avec des densités croissantes d’IgGs par des macrophages de 

moelle épinière de souris et qui ont été stimulés au LPS. Cet exemple d’étude est le plus ressemblant 

de ce qui existe en littérature à notre système, bien que nous avons fait en sorte d’éviter la 

stimulation des macrophages afin de défavoriser la phagocytose non spécifique des gouttes. La 

forme de la courbe dose-réponse rapportée (données analysées par nos soins) est similaire à ce que 

nous observons (cf. Figure 4.17). 

!
Figure 4.17. (a) Représentation de la phagocytose des SRBC fonctionnalisés avec des IgGs en fonction de la 
quantité de ces derniers (Gallo et al., 2010). Données analysées par nos soins. *** indique p < 0,001. 

!

Cependant, si nous faisons l’hypothèse que les deux types de macrophages utilisés ont le même 

comportement, la densité évaluée d’IgGs nécessaires à induire l’internalisation efficace des globules 

rouges est dix fois plus grande (3.105 IgGs/SRBC) que les valeurs de densités que nous observons (3 

104 IgGs/goutte) et ce malgré l’ajout du LPS. Pour expliquer cette différence, on peut suggérer le fait 

que la diffusion des IgGs en surface des gouttes liquides est plus grande qu’en surface des globules 
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rouges ce qui permet au macrophage de reconnaître la particule et de l’internaliser. En effet, la 

membrane cellulaire (l’exemple donné ici fait référence aux érythrocytes) est composée d’une 

bicouche de phospholipides dense traversée par des structures moléculaires. Ces structures peuvent 

être des glycoprotéines qui constituent les récepteurs ou qui assurent une bonne cohésion entre les 

films de phospholipides. Cette organisation complexe au sein de la membrane cellulaire fait que 

celle-ci est plus rigide qu’une simple goutte d’émulsion et que les IgGs sont moins libres de diffuser 

à la surface.  

Ainsi nous venons de voir que la densité d’IgGs en surface des gouttes joue un rôle important dans la 

phagocytose induite par les récepteurs FcγR. Cependant une question subsiste : Quel est le rôle de la 

mobilité latérale dans l’efficacité de l’internalisation ? Pour y répondre nous allons comparer 

l’efficacité de la phagocytose des gouttes avec des billes de polystyrène à travers des expériences 

d’internalisation dans les mêmes conditions. 

	
  
 



	
  

IV. Rôle de la mobilité latérale des IgGs dans le processus de 

phagocytose. 
Comme nous l’avons déjà souligné, la majorité des études suggèrent que la phagocytose est peu 

efficace pour des tailles de particules supérieures à 2 – 3 µm (Champion et al., 2008; Doshi and 

Mitragotri, 2010). Au delà de cette taille, les particules doivent présenter des surfaces saturées en 

IgGs pour induire leur internalisation (Zhang et al., 2010). Nos observations semblent montrer que 

des gouttes d’émulsions de grands diamètres (7 µm) sont facilement internalisées par les 

macrophages même pour de faibles densités d’IgGs ce qui n’est pas en accord avec ces précédentes 

observations. Par ailleurs d’autres études ont montré qu’une densité minimale d’IgGs en surface des 

objets cibles, de l’ordre de 104 prot/goutte, est nécessaire pour induire la phagocytose. Cette valeur 

est dix fois plus grande que celle que nous avons mesurée (Gallo et al., 2010). Le phénomène de 

mobilité latérale des IgGs en surface des gouttes liquides pourrait donc être à l’origine de l’efficacité 

observée et expliquer les différences par rapport aux études précédentes. Cependant, il est nécessaire 

de vérifier cette hypothèse.  

Pour compléter notre étude, nous avons étudié la phagocytose de billes de polystyrène de même 

taille fonctionnalisées avec différentes densités d’IgGs, une densité faible qui correspond à la densité 

minimale suffisante pour induire l’internalisation efficace des gouttes d’émulsions, une densité forte 

qui correspond à 10 fois plus que la densité minimale et la saturation totale de la surface des billes en 

IgGs. 

IV.1. Étude de la phagocytose de billes de polystyrène fonctionnalisées.  
Pour comparer l’efficacité de phagocytose des billes en polystyrène (PS) avec les gouttes 

d’émulsion, les paramètres des expériences suivants sont maintenus constants : (i) la gamme de 

tailles (gouttes 7 µm ; billes 6 µm), (ii) le ratio de particules par cellule (2 particules/cellule) (iii) le 

temps d’incubation (45 minutes). Concernant les densités d’IgGs, nous avons choisis des valeurs qui 

se situent dans la zone de saturation des courbes dose-réponse des gouttes présentées sur la Figure 

4.13. 

Comme on peut le voir sur laFigure 4.18, la densité d’IgGs dans la gamme 104 - 105 n’a aucune 

influence sur l’efficacité de l’internalisation des gouttes d’émulsions qui reste élevée. Au contraire, 

la densité d’opsonisation influence la phagocytose des billes de PS puisque à une densité 5 fois plus 

faible que la saturation de l’interface, l’efficacité d’internalisation diminue d’un facteur trois.  
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Figure 4.18. Comparaison de l’effet de la densité d’IgGs en surface sur l’efficacité de l’internalisation des 
gouttes en (a) et des billes en PS en (b). *** indique p < 0,001. 
 
Pour de faibles densités d'IgGs, la différence dans l'efficacité de l'internalisation des gouttes vs. billes 

pourrait être une conséquence de la différence en termes de propriétés mécaniques des cibles comme 

leur déformabilité. 

En effet, il a été démontré que dans le cas des billes de polyacrylamide fabriquées avec différents 

degrés de réticulation, les particules rigides qui en résultent sont plus efficacement internalisées que 

celles qui sont déformables (Beningo and Wang, 2002). Nos expériences ne suivent pas cette 

tendance. En effet, aux faibles densités d’IgGs, les billes rigides en polystyrène sont faiblement 

internalisées, tandis qu’aux plus fortes densités leur internalisation est similaire à celle des gouttes 

qui sont déformables. Ce paramètre ne permet donc pas d'expliquer la différence entre l'efficacité 

d'internalisation de billes et de gouttes opsonisées avec de faibles densités d’IgGs. 

 

Figure 4.19. Nombre des cellules qui internalisent en %, 
incubées avec des billes de polystyrène ou des gouttes 
opsonisées avec la même quantité d'IgGs (3.104 
IgGs/particule, après 45 min d'incubation).!*** indique p < 
0,001. 

Afin de déterminer s’il y a une perte de fonctionnalité par adsorption directe des IgGs sur les billes 

une mauvaise orientation des fragments Fc à la surface des billes, nous les avons fonctionnalisées 

différemment. La première étape consiste à faire adsorber à saturation de la BSA biotinylée, qui 

donne accès aux biotines en surface. Ensuite, en deuxième étape, nous ajoutons les IgGs anti-biotines 
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fluorescentes. Nous avons par la suite comparé l’efficacité de la phagocytose des billes ainsi 

fonctionnalisées avec des gouttes d’émulsions ayant la même densité d’IgGs en surface, de l’ordre de 

3.104 prot/goutte. 

La Figure 4.19 montre que même avec a priori une meilleure orientation des IgGs en surface des 

billes, celles-ci sont très faiblement internalisées comparées aux gouttes. La faible internalisation des 

billes n’est donc pas due à une mauvaise orientation des IgGs en surface. Zhang et al. ont 

précédemment démontré que des billes de polystyrène fonctionnalisées avec de faibles quantités 

d’IgGs étaient faiblement internalisées, ce qui en accord avec les résultats que nous obtenons (Zhang 

et al., 2010). Ceci montre que la densité d’IgGs en surface des particules influence le processus de 

phagocytose.  

 

Figure 4.20. Superposition d’images en transmission et 
en épifluorescence de l'internalisation des gouttes et des 
billes de polystyrène à deux densités différentes d'IgGs 
par particule. Échelle : 10 "m. 

 

En observant les détails de l’internalisation des particules par microscopie de fluorescence, la Figure 

4.20 montre que les IgGs à la surface des gouttes et des billes ont un comportement très différent 

quand les objets sont au contact des gouttes.  

On observe des clusters d’IgGs uniquement pour les gouttes d’émulsions fonctionnalisées avec de 

faibles densités d’IgGs. Dans les conditions où l’on travaille avec de fortes densités, la surface des 

gouttes est presque saturée en IgGs ce qui rend les variations locales de la répartition des opsonines à 

peine observables et explique pourquoi aucun cluster n’est visible.  

Les billes de polystyrène, quant à elles, présentent à leurs surfaces des IgGs incapables de diffuser 

quelque soit leur densité. Ceci suggère que les différences de propriétés interfaciales des deux types 

de particules pourraient influencer fortement la réponse phagocytaire. 
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Il semble donc qu’il y ait un seuil à franchir pour activer les mécanismes d’internalisation via les 

complexes IgGs-FcγR. La mobilité latérale des IgGs dans la zone de contact avec le phagocyte peut 

augmenter la densité locale dans cette région et aider à franchir ce seuil pour déclencher la 

phagocytose.  

IV.2. Dynamique des Immunoglobulines à l’interface goutte-cellule.  
Si on observe la répartition de la fluorescence des IgGs en surface des gouttes on s’aperçoit de leur 

dynamique en surface au cours de l’internalisation. Cette dynamique est due à la propriété liquide 

des objets synthétisés qui présentent une surface totalement fluide permettant aux IgGs de diffuser 

librement.  

 
Figure 4.21. (A) Images en microscopie en transmission et en épifluorescence de l’immunolocalisation lors 
de l’étape de l’adhésion des gouttes aux cellules : IgGs (vert, Alexa-488), récepteurs Fcγ rouge, Alexa-647), 
réseau d'actine (magenta, Atto-555), noyau (bleu, DAPI). Échelle : 20 µm. (B) Visualisation au plus près de la 
membrane cellulaire de la colocalisation des IgGs et des Fcγ en zone d’adhésion. Les lignes en pointillés 
indiquent la position des gouttes. Échelle : 10 µm. 
 

IV.2.1. IgGs et Fcγ  Clustering  

Dès les premières minutes d’incubation des cellules avec la suspension de gouttes fonctionnalisées 

avec des IgGs fluorescents Alexa 488 à 3.104 prot/goutte, nous observons un recrutement très dense 
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de fluorophores dans la zone de contact qui correspond à la zone d’adhésion aux macrophages (cf. 

Figure 4.22). Les IgGs qui étaient initialement répartis de façon homogène sur toute la surface de la 

goutte se trouvent maintenant tous dirigés et recrutés en zone de contact. On peut envisager que ce 

recrutement soit lié à une modification de la densité de récepteurs dans la zone contact. 

Pour démontrer cette hypothèse de recrutement local des récepteurs Fcγ à la surface de la membrane 

en réponse à la reconnaissance spécifique des fragments Fc portés par les IgGs nous avons réalisé 

une immunolocalisation sur des cellules fixées. Nous observons que le recrutement des IgGs 

colocalise avec une accumulation des récepteurs membranaires Fcγ	
  (cf. Figure 4.21) dans la zone de 

contact. 

 

Nous avons suivi en temps réel la dynamique des clusters d’IgGs à la surface de la goutte en contact 

avec une cellule. Comme on peut le voir sur la Figure 4.22 les IgGs sont latéralement mobiles sur 

toute la surface de la goutte. Au début, larges et dispersés, ces clusters se resserrent en l’espace de 

quelques minutes pour former un cluster plus dense et localisé en zone de contact. Les IgGs sont 

donc hautement dynamiques et latéralement mobiles au cours de la phase de reconnaissance. Les 

temps caractéristiques du phénomène montré ici sont bien plus grand que ceux associées à une 

diffusion libre à l’interface, suggèrent un mouvement causé par un remodelage des structures 

internes de la cellule avant internalisation. 

 
Figure 4.22. Images en transmission et en fluorescence de la dynamique des IgGs à la surface des gouttes. 
Échelle : 10 µm. 
 
 

IV.2.1. Clustering actif ou passif ? 

L’étude de la phagocytose de gouttes d’émulsions fonctionnalisées par de faibles ou fortes densités 

d’IgGs a permis de mettre en évidence leur capacité à être internalisées efficacement par des 

macrophages. Cette internalisation se fait par reconnaissance des IgGs à la surface des gouttes et 

s’aide pour de faibles densités d’une mobilité latérale en interface qui conduit à la formation de 
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clusters d’IgGs en zone de contact. L’augmention locale en IgGs colocalise avec une augmentation 

de la concentration en récepteurs. 

La question que l’on peut se poser maintenant est celle de l’origine de ce recrutement : est-il actif, 

c’est à dire que c’est l’augmentation du nombre de récepteurs qui fait recruter les IgGs, ou est-ce que 

ce sont les IgGs qui seuls migrent dans la zone de contact, ce qui active le recrutement de récepteurs 

entre la goutte et le macrophage. 

 

Figure 4.23. Représentation schématique du processus de 
recrutement des IgGs et Fc!R dans la zone de contact entre la 
goutte et la cellule. 
 

Plusieurs études récentes (cf. Chap.2, Section VI) ont montré que lorsqu’une goutte est en contact 

avec une surface comme une autre goutte, du verre fonctionnalisé ou une cellule (Bourouina et al., 

2011; Fattaccioli et al., 2008; Pontani et al., 2012), les protéines présentes à son interface migrent 

spontanément dans la zone de contact, même en l’absence de récepteurs. Cette migration peut 

s’expliquer par le fait que les protéines trouvent un environnement plus favorable dans cette zone 

plutôt qu’en dehors, et que le fait qu’elles aient un mouvement bidimensionnel les rend plus 

sensibles à des variations d’énergie faibles. Une confirmation dans notre cas pourrait être obtenue en 

travaillant avec des macrophages Fc!R-K.O., mais nous n’avons pas pu réaliser ces experiences.  

Par ailleurs, il a été précédemment établi que la phagocytose s’effectue selon le modèle de fermeture 

à glissière « the zippering mechanism » qui suggère que la phagocytose est contrôlée localement par 

l’interaction séquentielle des récepteurs avec leurs ligands (Swanson and Baer, 1995). Contrairement 

à ce qui devrait découler de ce mécanisme, les résultats obtenus semblent indiquer qu’une 

concentration seuil en zone de contact est seule suffisante à déclencher la phagocytose des gouttes. 

De plus, pour des densités faibles d’IgGs en surface des billes la phagocytose est nulle. Nos 

observations expérimentales correspondent donc plus à un modèle de type « trigger » qui prédit 

l’existence d’une réponse tout ou rien et dépend d’une valeur seuil. Ce dernier modèle semble plus 

compatible avec notre système. 

Nous pouvons discuter de la pertinence biologique d’un mécanisme impliquant de la diffusion 

passive en premier lieu, suivi d’une migration active de récepteurs qui déclenche l’internalisation. En 

effet, Flanagan et al. (Flannagan et al., 2010) ont montré que le processus de reconnaissance d’une 
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cible par un macrophage s’effectue grâce à une exploration constante de sa surface par des 

mouvements de lamellipodes. Si on émet l’hypothèse que la mobilité latérale des IgGs dans la zone 

de contact avec le phagocyte augmente la concentration locale en IgGs et déclenche la phagocytose, 

le recrutement passif des protéines en zone de contact profite au mécanisme de reconnaissance. Ce 

phénomène contribue donc à l’efficacité de l’internalisation des gouttes. Il est éventuellement suivi 

par la formation d’interactions ligands-récepteurs. Ce dernier point peut être intéressant et utilisé par 

les macrophages pour augmenter leur capacité à internaliser des particules.  
 

V. Autres observations pendant et après l’internalisation 

V.1. Disparition de la fluorescence des gouttes au cours de l’internalisation 
Lors des expériences d’internalisation que nous avons menées tout au long de ce travail, nous avons 

pu observer certains événements qui méritent qu’on s’y intéresse. En effet, nous avons constaté que 

la goutte fonctionnalisée et internalisée par le macrophage perd de sa fluorescence (cf. Figure 4.24).  

La maturation du phagosome s’accompagne d’une acidification qui pourrait expliquer la perte de 

fluorescence, notamment dans le cas ou les fluorophores seraient sensibles au pH, comme la 

fluorescéine par exemple. Dans notre cas, nous utilisons des colorants de type Alexa dont la tenue au 

pH dans la zone acide est très bonne, comme le montrent les informations données par le fabricant2.  

L’observation en temps réel du processus de phagocytose suggère un autre mécanisme que nous ne 

sommes pas en mesure d’expliciter à ce stade. La Figure 4.25 montre le devenir d’une goutte après la 

fermeture du phagosome. Comme nous l’avons montré sur la Figure 4.4, les IgGs ont une distribution 

homogène autour de la goutte et l’actine s’est dépolymérisée. Au cours du temps, on observe une 

repolarisation des IgGs d’un coté de la goutte uniquement, puis la disparition de la fluorescence.  

La Figure 4.26 montre une reconstitution tridimensionnelle d’une goutte internalisée réalisée à partie 

de coupes confocales de cellules fixées. On remarque que les IgGs ne sont pas répartis de manière 

homogène autour de la goutte, et aussi l’apparition de compartiments fluorescents contenant des 

IgGs. Notons que ce phénomène de disparition de fluorescence n’est pas observable quand la densité 

en IgGs en surface des gouttes se rapproche de la monocouche. 

Le phénomène observé peut avoir plusieurs sources. En effet, suite à la reconnaissance de la goutte, 

il y a activation de plusieurs signaux qui conduisent à son internalisation et la formation du 

phagosome.  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
2	
  http://www.lifetechnologies.com/fr/fr/home/references/molecular-probes-the-handbook.html	
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Figure 4.25. Observation en time-lapse des l’internalisation de gouttes fonctionnalisées par des macrophages 
à 20°C. Échelle : 15 µm. 
 
À ce stade du processus il existe donc deux voies : (i) une voie qui finit dans les lysosomes et qui 

assure la destruction : les phagosomes peuvent contenir une cellule entière, des fragments cellulaires, 

mais aussi une très grande variété de molécules notamment les IgGs récupérés à la surface de la 

goutte. Les phagosomes peuvent redistribuer rapidement leur contenu, ou au contraire se rapprocher 

des lysosomes, fusionner avec eux en y déversant leur contenu (Groves et al., 2008; Rosales, 2005). 

(ii) une voie dite de recyclage qui permet le recyclage de nombreuses molécules vers la membrane 

plasmique grâce à des vésicules de transport. En effet, les macrophages faisant aussi partie des 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA), ils ont la possibilité de capturer des antigènes par 

phagocytose et de les présenter au complexe CMH de classe II. Ils permettent ainsi d’activer les 

cellules T auxiliaires donnant une réponse immunitaire spécifique.  

 

À ce stade de notre étude, nous n’avons pas de réponse concernant une éventuelles colocalisation des 

tâches fluorescentes avec le lyzosome, ce qui permettrait de nous orienter parmi les deux hypothèses. 

Néanmoins, nous suggérons que notre système peut amener à mieux comprendre les mécanismes de 

recyclage et de présentation de l’antigène, voie spécifique de recyclage existant au sein des cellules 

du système immunitaire. Plus spécifiquement, dans le cas du lymphocyte T, la possibilité de 

fabriquer des cellules présentatrices d’antigène synthétiques serait une avancée importante dans le 

domaine de l’immunothérapie (Turtle and Riddell, 2010). 
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Figure 4.26. Macrophage RAW264.7 LifeAct mCherry fixé et coloré au bout de 45 minutes d’incubation. La 
goutte internalisée par la cellule immunitaire porte des clusters d’IgGs à la surface. Les flèches jaunes 
indiquent l’emplacement des points verts correspondants aux IgGs. Échelle : 10 "m.  
 

Comme nous l’avons vu, les modes d’interaction d’une cellule T avec une APC nécessitent souvent 

l’existence d’une synapse immunologique qui se constitue par l’auto-organisation spatiale et 

temporelle d’au moins deux types de ligands et de leurs récepteurs respectifs. Au vu de ce que nous 

avons montré dans ce manuscrit, à la fois en terme de mobilité latérale, mais aussi d’extraction des 

ligands (perte de fluorescence), il serait intéressant dans un futur proche de passer à un modèle 

cellulaire de type lymphocyte T ou B et de fonctionnaliser les gouttes avec une paire de ligands 

impliqués dans les phénomènes de synapse immune.  

 

V.2. Déformation des gouttes pendant le processus de phagocytose 
Swanson et al. (Swanson et al., 1999) ont montré que la phagocytose d’erythrocytes s’accompagne 

d’une déformation de leur membrane, conséquence d’une activité contractile de la zone de fermeture 

du phagosome (cf. Figure 4.27a). Dans le cas ou un globule rouge seul est internalisé, la force de 

constriction lui donne une forme ovoïde, alors que quand un globule rouge est partagé entre deux 

macrophages, les deux cellules le serrent en son milieu car aucune ne peut l’internaliser. 

Nous voyons sur la Figure 4.4 que la goutte en cours d’internalisation se déforme légèrement de 

manière similaire à ce qui avait été publié par Swanson et al. Les gouttes d’émulsions que nous 

avons fabriquées sont déformables et leur tension interfaciale est de l’ordre de 5 – 10 mN.m-1. Cette 

valeur est 2 – 5 fois plus grande que la tension de surface mesurée par Fischer-Friedrich et al. pour 
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des cellules Hela en condition de confinement (Fischer-Friedrich et al., 2014). Les macrophages sont 

capables de déformer légèrement des gouttes liquides plus rigides. 

 

Figure 4.27. (a) Un modèle de phagocytose par les macrophages. 
L’ingestion se caractérise par l’extension du pseudopodes autour 
de la cible, suivi d’un constriction de la zone de fermeture du 
phagosome. L’existence de cette constriction latérale doit (b) 
déformer une goutte seule ou (c) dans le cas ou une cible est 
partagée entre deux macrophages, on observe la constriction de la 
cible en son milieu (Swanson et al., 1999). 

 

Dans le cas ou une goutte se partage entre deux macrophages, comme sur la Figure 4.28, on remarque 

que les déformations sont visibles et bien plus importantes que ce que l’on observe sur la Figure 

4.4. Ces déformations peuvent nous conduire à mesurer la force exercée par la cellule sur la goutte 

lors de sa phagocytose mais aussi lors du mouvement de la cellule dans son environnement.  

 

Figure 4.28. Images en microscopie à 
transmission d’une goutte d’émulsion 
fonctionnalisée avec des IgGs sur laquelle 
deux macrophages s’activent. Échelle : 10 
µm. 

Les gouttelettes d’émulsions que nous avons fabriquées ont la particularité d’être déformables quand 

elles sont soumises à des forces extérieures. En comparant aux expériences de Swanson et al., il est 

difficile de conclure à une activité contractile latérale ou une tension dans la direction 

d’internalisation. Toutefois, nos expériences, bien que très descriptives, montrent que l’on peut 

observer des déformations mesurables dans le contexte qui nous intéresse.  

Ainsi les gouttes d’émulsions ayant une tension superficielle bien contrôlée peuvent aussi être 

utilisées en tant que capteurs de force et aider à comprendre certains phénomènes biologiques. 
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Conclusion sur la phagocytose des gouttes d’émulsions fonctionnalisées 

L’étude de la phagocytose des gouttes d’émulsions que nous avons conçues a montré que les 

macrophages ont été parfaitement capables de les reconnaître et de les internaliser de manière 

spécifique. Un facteur taille intervient aussi puisque nous avons démontré que pour de petites tailles 

la phagocytose a lieu même en absence des IgGs alors que pour des gouttes de 7 µm de diamètre une 

fonctionnalisation de surface est nécessaire pour induire leur internalisation. Par ailleurs, l’excellent 

contrôle de la fonctionnalisation de surface a permis de mettre en évidence l’influence de la densité 

d’IgGs sur l’efficacité de l’internalisation. La réponse phagocytaire est sensible à ce paramètre et 

conduit à une relation dose-réponse qui donne accès à la valeur de la dose seuil nécessaire à activer 

le processus de phagocytose et déclencher l’internalisation. En outre, la densité d’IgGs à la surface 

des gouttes permet non seulement de stimuler l’internalisation des gouttes par macrophages mais 

aussi elle permet d’augmenter la valeur moyenne du nombre de gouttes qu’ils sont capables de 

phagocyter. Pour compléter notre étude, nous avons étudié la phagocytose de billes de polystyrène 

dans les mêmes conditions. Nous avons démontré que la densité d’IgGs dans la gamme 104 - 105 n’a 

aucune influence sur l’efficacité de l’internalisation des gouttes d’émulsions qui reste élevée. Au 

contraire, la densité d’opsonisation influence la phagocytose des billes de polystyrène. Une 

observation en microscopie en transmission et de fluorescence a permis de mettre en évidence le rôle 

de la mobilité latérale dans cette différence. Ainsi, pour de faibles densités d’IgGs l’internalisation 

des gouttes d’émulsions s’accompagne d’un recrutement des protéines et la formation de clusters en 

zone de contact. Du fait de leur rigidité, les billes en polystyrène fonctionnalisées avec des IgGs 

incapables de diffuser en surface ne permettent pas cette observation. Ainsi, notre hypothèse est que 

la mobilité latérale des IgGs permet l’augmentation de la concentration en protéines dans la zone de 

contact et semble aider à franchir un seuil qui serait susceptible de déclencher la phagocytose 
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Ce mémoire explore le fort potentiel applicatif des émulsions pour l’étude d’un processus clé du 

système immunitaire : la phagocytose. Le travail de thèse a consisté dans un premier temps à réaliser 

des gouttes d’émulsions fonctionnalisées avec des IgGs, libres de diffuser à leurs surfaces. Puis j’ai 

étudié leur adhésion et phagocytose par des macrophages, notamment la lignée de leukemia murine 

Raw... Ce travail montre que les gouttes d’émulsions ainsi préparées constituent de nouvelles cibles 

synthétiques possédant des surfaces modèles originales pour l’étude du processus de la phagocytose.  

 

J’ai consacré une grande partie de ce travail à la caractérisation de ces objets et la mise au point 

d’une méthode de mesure de la densité exacte des IgGs greffées à la surface des gouttes. En se 

basant sur des notions clés de formulation nous avons conçu des émulsions monodisperses de tailles 

moyenne de l’ordre de 7 µm. Ces gouttes sont stables et présentent des biotines à leurs surfaces pour 

permettre de fixer les immunoglobulines anti-biotines. La densité d’IgGs dépend alors uniquement 

de la concentration en biotine et est spécifique de la présence de ces biotines à la surface des gouttes. 

L’utilisation de gouttes à différentes concentrations initiales en biotine a ainsi permis de faire varier 

la quantité d’IgGs et d’obtenir des surfaces allant d’une densité faible en protéines à des surfaces 

presque totalement recouvertes d’une monocouche stable avec une répartition homogène. Ces 

densités sont mesurées de façon quantitative, mesure nécessaire à la compréhension de l’influence de 

la quantité d’IgGs sur le processus biologique de phagocytose. 

 

Une fois ces objets obtenus, j’ai étudié l’influence de leurs caractéristiques sur le processus de 

phagocytose et les interactions entre gouttes et cellules. Pour cela des gouttes de différentes densités 

de surface ont été exposées aux macrophages. Parallèlement des billes de polystyrène 

fonctionnalisées avec différentes densités d’IgGs en surface, comparables aux valeurs utilisées avec 

les gouttes, ont aussi été présentées aux macrophages. L’objectif étant alors d’évaluer dans quelles 

mesures les caractéristiques physico-chimiques et la mobilité latérale des antigènes présents à la 

surface des particules cibles influencent leurs interactions avec les macrophages.Cette étude a ainsi 

permis d’obtenir des résultats intéressants et prometteurs pour des applications biologiques futures.  

Le contrôle quantitatif de la densité d’opsonisation permet de déterminer une concentration 

seuil induisant une réponse phagocytaire  

Les gouttes issues de la cellule de Couette ont un diamètre moyen de l’ordre de 7 µm de diamètre et 

sont fabriquées de manière reproductible. Leurs surfaces ont été fonctionnalisées avec des densités bien 

contrôlées d’IgGs. En effet, grâce à la cytométrie de flux nous avons été capables de convertir de façon 

quantitative la fluorescence mesurée pour les gouttes en un nombre de protéines par goutte. Nous 
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avons vu qu’on pouvait passer de surfaces très diluées en protéines à des surfaces complètement 

recouvertes formant une monocouche stable avec une répartition homogène d’IgGs anti-biotines 

fluorescents. Ces caractérisations quantitatives peuvent s’appliquer à d’autres objets fonctionnalisés 

avec une entité fluorescente et permettent d’avoir des études plus fines sur l’influence de la densité de 

fonctionnalisation.  

Le nombre d’IgGs à la surface des gouttes est un paramètre important qui influence la phagocytose. La 

réponse phagocytaire est sensible à ce paramètre et conduit à une relation dose-réponse en forme de S. 

Cette relation donne accès à une quantité minimale d’IgGs nécessaire à induire l’internalisation des 

gouttes de l’ordre de 3.104 IgGs par goutte et décris ainsi l’efficacité de notre système. En outre, la 

densité d’IgGs à la surface des gouttes joue un rôle sur : (i) la stimulation des macrophages pour 

induire l’internalisation des gouttes, (ii) le nombre de gouttes que les macrophages sont capables de 

phagocyter qui croît avec la densité d’IgGs en surface.  

 

La mobilité latérale des immunoglobulines à la surface des gouttes est un paramètre clé pour la 

compréhension du mécanisme de phagocytose 

La mobilité latérale de IgGs en surface des gouttes joue un rôle important dans la reconnaissance de 

l’objet cible et sa phagocytose par les macrophages. Plus précisément, j’ai constaté que pour des 

densités faibles en surface des gouttes, les IgGs sont recrutées dans la zone de contact. Initialement 

larges et dispersés, ces clusters se resserrent en l’espace de quelques minutes pour former un cluster 

plus dense d’IgGs qui colocalisent avec les récepteurs FcγR présents à la surface du macrophage. 

Notre hypothèse est que les IgGs hautement dynamiques et latéralement mobiles au cours de la phase 

de reconnaissance induisent une augmentation de la concentration locale en zone de contact et 

permettent de franchir une dose seuil nécessaire à l’activation du macrophage et la phagocytose de 

l’objet cible. Cette hypothèse est confortée par les résultats obtenus avec des billes en polystyrène 

avec les mêmes densités d’IgGs, alors incapables de diffuser en surface qui ne permettent pas de 

franchir ce seuil et ne sont pas phagocytées aussi efficacement.  

Très souvent, les interactions entre deux protéines (ici IgGs/FcγR) dépendent non seulement de leur 

affinité et de la cinétique d’association mais aussi de la concentration et de la mobilité de la protéine, 

particulièrement si celle-ci est transmembranaire (Subramanian et al., 2006). Il a été démontré par 

exemple que les contraintes de mobilité des protéines pendant la synapse immunologique entre les 

cellules T et les cellules présentatrices d’antigènes influencent fortement la cascade de signalisation 

(Mossman et al., 2005). En faisant un parallèle entre ces deux processus biologique, on peut faire 
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l’hypothèse que des liens étroits sont établis entre la cellule et la goutte cible à phagocyter et doivent 

communiquer des informations nécessaires au déclenchement de la réponse immunitaire.  

Par ailleurs, il a été précédemment proposé que la liaison des cibles opsonisées est obtenue par les 

interactions progressives des IgGs avec les récepteurs FcγR selon le modèle de fermeture à glissière, 

« the zippering mechanism » (Swanson and Baer, 1995). Cependant, mes résultats semblent indiquer 

qu’une concentration bien déterminée en zone de contact est seule suffisante à déclencher la 

phagocytose des gouttes. Pour des densités faibles d’IgGs en surface des billes la phagocytose est 

nulle. Cette observation est contraire aux réponses segmentaires prédites par le modèle de 

« zippering » et indique que la signalisation complète pour la phagocytose nécessite la coordination 

de plusieurs récepteurs en zone de contact. Nous pouvons donc dire qu’un mécanisme de type 

« trigger » qui est une alternative au « zipper » est plus compatible avec notre système. Ce modèle 

qui prédit l’existence d’une réponse tout ou rien et dépend d’une valeur seuil correspond plus à mes 

observations expérimentales. Il n’est pas exclu que les deux modèles participent conjointement à la 

phagocytose in vivo. 

Goutte opsonisée : un outil pour la compréhension du processus de phagocytose 

Les analyses microscopiques que nous avons réalisées ont montré que l’adhésion de la goutte à la 

surface du macrophage est accompagnée de la formation de clusters d'IgGs dans la zone de contact, 

ce qui augmente la concentration locale d'opsonines et déclenche finalement la phagocytose. Il serait 

intéressant d’étudier l’influence de ce clustering sur la cascade de signalisation qui se déclenche par 

la suite lors de la phagocytose de grands objets tels que les cellules tumorales ou apoptotiques. Le 

matériau que nous avons conçu pourrait donc constituer un nouvel outil pour répondre à ce type de 

questions biologiques.  

Par ailleurs, la phagocytose étant un processus en trois étapes, il est intéressant de connaître le 

devenir des gouttes internalisées. Les cellules sont elles-capables de les dégrader et de les rejeter ? Si 

c’est la cas alors combien de temps mettent les cellules à excréter totalement, si elles en sont 

capables, les gouttes ou leur produit de dissolution? Il serait intéressant de suivre cette cinétique sur 

un temps plus long, par exemple sur 24 h. 

Par ailleurs, nous avons vu qu’une fois à l’intérieur du macrophage, le signal de fluorescence de la 

goutte disparaît. Cette perte est généralement suivie par l’apparition d’un signal correspondant aux 

IgGs dans les compartiments intracellulaires (endosomes de recyclage ?) ainsi qu’en surface du 

macrophage suggérant un éventuel recyclage des IgGs du phagosme vers la membrane plasmique. 

Les gouttes peuvent donc consituter un outil permettant de suivre en cinétique les voies de transport 
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intracellulaires des IgGs et d’étudier leur recyclage. 

 

Ciblage spécifique pour formulation galénique (macrophages comme cibles thérapeutiques) 

L’administration des principes actifs vers un tissu cible est un défi majeur à relver en matière de 

Drug Delivery. Il faut donc fabriquer des vecteurs biocompatibles, capables d’encapsuler et de 

transporter les molécules d’intérêt, et d’avoir une forte affinité pour les tissus ciblés. Ajouté à cela, le 

vecteur idéal doit libérer le principe actif au bon moment. Dans ce contexte, les gouttes d’émulsions 

que nous avons fabriquées et fonctionnalisées avec des IgGs sont d’excellentes candidates pour une 

utilisation en tant que vecteurs de molécules lipophiles ciblant les différents types de macrophages. 

Pour atteindre l’efficacité maximale d’internalisation, nous n’avons besoins que de 2.104 IgGs/goutte 

ce qui représente un ordre de grandeur d’opsonines en moins que dans le cas des billes de 

polystyrène. Les gouttes présentent donc un réel avantage de ce point de vue. Les IgGs, en tant que 

marqueurs de reconnaissance latéralement mobiles à l’interface, vont induire l’internalisation 

efficace de la goutte par les macrophages pour permettre ensuite la libération intracellulaire de 

principes actifs.  

 

En conclusion, ce travail de thèse a permi d’accéder à des concentrations seuils d’opsonines 

permettant la phagocytose et de soulever de nouvelles questions, notamment sur l’influence de la 

mobilité latérale des protéines en surface des objets cibles des macrophages. Nos gouttes 

d’émulsions fonctionnalisées permettrons d’aborder de nouvelles questions biologiques concernant 

non seulement les interactions objets cibles/macrophages mais plus généralement pour approfondir 

les mécanismes moléculaires et mécaniques qui gouvernent les interactions cellule-cellule et 

cellules-environnement.  
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I. Émulsions 

I.1. Protocole de fabrication des gouttes d’émulsions fonctionnalisables 
 

1. Dissoudre un volume V de phospholipides biotinylés DSPE-PEG2000-Biotin (Avanti Lipids, Ref : 880129C) à 

10 mg.mL_1 dans du chloroforme dans 20 mL d’huile de soja (Sigma-Aldrich, Ref : S7381) pour avoir la 

concentration désirée : 

Volume (µL) Concentration dans l’huile (mg.mL-1) 

300 0,15 

100 0,05 

60 0,03 

30 0,015 

2. Evaporer le chloroforme pour obtenir l’huile avec les phospholipides 

3. Prélever 15 mL de l’huile ainsi préparée  

4. Mélanger 2,5 mL d’alginate (Sigma-Aldrich Ref : 180947) à 2% et 2,5 mL de PE/F68 (Sigma-Aldrich Ref : 

15759) à 30%m/m (phase aqueuse) 

5. Ajouter goutte à goutte l’huile de soja et émulsifier à la main jusqu’à obtenir une crème d’émulsion  

6. Homogénéiser la distribution de taille par passage en cellule de couette (200 rpm, e = 100 µm) 

7. Diluer l’émulsion en sortie (75%) de façon à avoir une fraction en huile de 5% et une fraction en tensioactifs 

de 1% 

8. Introduire l’émulsion diluée dans une ampoule à décanter et laisser 24 h à l’abri de la lumière.  

9. Eliminer le sous-nageant  

10. Recommencer l’étape de dilution (7) jusqu’à ce que le sous-nageant devienne limpide 

11. Récupérer l’émulsion dans un récipient en verre et la stocker à l’abri de la lumière et à 12°C.  

 

I.2. Protocole de fonctionnalisation des gouttes d’émulsions avec 2.104 
IgGs/goutte 

 
1. Prélever 16 µL de l’émulsion stock à 0,03 mg.mL-1 

2. Ajouter 184 µL de tampon phosphate/Tween20 à 0,2%m/m 

3. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

4. Prélever le sous-nageant  
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5. Répéter les étapes 2 à 4 deux fois et ramener le volume à 200 µL 

6. Prélever 10 µL de l’émulsion lavée 

7. Ajouter 5 µL d’IgGs (Alexa Fluor 488-conjugated IgG Fraction Monoclonal Mouse Anti-Biotin, Jackson 

Immunoresearch Ref : 200-542-211) à 0,85 mg.mL-1 (tube fraichement décongelé).  

8. Ajouter 25 µL de tampon PB/Tween20 à 0,2%m/m 

9. Incuber pendant 30 minutes à température ambiante sur l’agitateur rotatif et à l’abri de la lumière.  

10. Ajouter 160 µL de tampon PB/Tween20 à 0,2%m/m 

11. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

12. Prélever le sous-nageant 

13. Répéter les étapes 10 à 12 deux fois en prélevant au dernier lavage 190 µL de sous-nageant. 

14. Ajouter 30 µL de DMEM (Gibco Ref: 31053, free phenol red) pour les études de phagocytose 

 

I.3. Protocole de fonctionnalisation des gouttes d’émulsions avec des 

concentrations croissantes d’IgGs anti-biotines  

1. Prélever 16 µL de l’émulsion biotinylée préparée  

2. Ajouter 184 µL de tampon phosphate/Tween20 à 0,2%m/m 

3. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

4. Prélever le sous-nageant  

5. Répéter les étapes 2 à 4 deux fois et ramener le volume à 200 µL 

6. Prélever 10 µL de l’émulsion lavée 

7. Ajouter entre 0.5 et 30 µL d’IgGs (volume adapté selon la densité finale recherchée), (Alexa Fluor 488-

conjugated IgG Fraction Monoclonal Mouse Anti-Biotin, Jackson Immunoresearch Ref : 200-542-211) à 

0,85 mg.mL-1 (tube fraichement décongelé) 

8. Ajouter respectivement entre 29,5 µL et 0 µL de tampon PB/Tween20 à 0,2%m/m 

9. Incuber pendant 30 minutes à température ambiante sur l’agitateur rotatif et à l’abri de la lumière 

10. Ajouter 160 µL de tampon PB/Tween20 à 0,2%m/m 

11. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

12. Prélever le sous-nageant 

13. Répéter les étapes 10 à 12 deux fois en prélevant au dernier lavage 190 µL de sous-nageant. 

14. Ajouter 30 µL de tampon PB/Tween 20 à 0,2%m/m ou de DMEM pour les études de phagocytose  

 

I.4. Protocole de fonctionnalisation des billes PS en deux étapes 

1. Prélever 10 µL de la suspension de billes (Polysciences, Polybead® Microspheres 6.00 µm) à 2 108 
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particule/mL 

2. Ajouter 190 µL de tampon PBS (DPBS-1X, Sigma-Aldrich) 

3. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

4. Prélever le sur-nageant 

5. Répéter les étapes 2 à 4 deux fois et ramener à un volume final de 200 µL 

6. Prélever 10 µL de la suspension de billes auxquels on ajoute 20 µL de BSA-biotine (Sigma Aldrich A8549-

10MG) à une concentration de 10 mg.mL-1  

7. Ajouter 20 µL de tampon PBS 

8. Laisser agir pendant une heure à température ambiante sur l’agitateur rotatif et à l’abri de la lumière 

9. Ajouter 150 µL de tampon PBS 

10. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

11. Prélever 150 µL de sur-nageant 

12. Répéter les étapes 9 à 11 en prélevant au dernier lavage 190 µL de sur-nageant 

13. Ajouter 30 µL de DMEM (Gibco 31053, free phenol red) 

I.5. Protocole de fonctionnalisation des billes de polystyrène avec les IgGs Lapin 

anti-chèvre FITC 

1. Prélever 10 µL de la suspension de billes à 2 108 particule/mL 

2. Ajouter 190 µL de tampon PBS (DPBS-1X, Sigma-Aldrich) 

3. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

4. Prélever le sur-nageant 

5. Répéter les étapes 2 à 4 deux fois et ramener à un volume final de 200 µL 

6. Prélever 5 µL de la suspension de billes auxquels on ajoute 30 µL d’IgGs (lapin anti-chèvre FITC, Sigma 

Aldrich F7367) à une concentration de 4 mg.mL-1  

7. Laisser agir pendant une heure à température ambiante sur l’agitateur rotatif et à l’abri de la lumière 

8. Ajouter 150 µL de tampon PBS 

9. Centrifuger à 2000 G pendant 30 s 

10. Prélever 150 µL de sur-nageant 

11. Répéter les étapes 9 à 11 en prélevant au dernier lavage 190 µL de sur-nageant 

12. Selon la quantité de billes souhaitée on peut mélanger deux tubes (pour avoir 2 billes/cellule) et ajouter 30 

µL de DMEM (Gibco 31053, free phenol red). 
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I.6. Préparation de la solution tampon PB/Tween 20 à 0,2%m/m 

Pour préparer 200 mL d’une solution tampon phosphate à pH égal à 7 et à force ionique égale à 20 mM il faut : 

1. Dissoudre 0,284 g de NaH2PO4 (MW = 142 g.mol-1) dans approximativement 180 mL d’eau distillée. 

2. Titrer jusqu’à pH = 7,02  

3. Ajouter de l’eau distillée jusqu’à un volume final de 200 mL. 

Pour avoir une solution tampon PB/Tween20 à 0,2%m/m il faut : 

1. Préparer une solution mère de Tween20 à 20%m/m  

2. Diluer 100 µL de la solution mère de Tween20 dans 10 mL de la solution. Cette solution est utilisée fraîche. 

I.7. Routine Image J de mesure et de comptage des gouttes d’émulsions 

text_number=0; //number of text data in the directory 
image_number=0; //Nombre d'images ouvertes 
chamber_height=100 //microns - Height of the measurement chamber 
 
dir = getDirectory("Choose a Directory "); //Open the directory with 
the images 
list = getFileList(dir); 
run("Set Measurements...", "area centroid center bounding fit shape 
display redirect=None decimal=3"); 
 
object_number=newArray(list.length); //Variable du nombre d'objets 
 
if (getVersion>="1.40e") 
 setOption("display labels", true); 
//setBatchMode(true); 
 
// Mesure du nombre d'objets dans chaque image. 
// Recuperation du nombre d'images en tout (directory = images + 
texte) 
for (i=0; i<list.length; i++) { 
 path = dir+list[i]; 
 showProgress(i, list.length); 
 if (endsWith(path,".txt")) { 
} 
 else { 
  if (!endsWith(path,"/")) open(path); 
  if (nImages>=1) { 
   height=getHeight; 
   width=getWidth; 
   run("Make Binary"); 
   run("Fill Holes"); 
   run("Watershed"); 
       run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity 
circularity=0.00-1.00 show=[Overlay Masks] clear in_situ"); 
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   object_number[image_number]=nResults; 
        image_number=image_number+1; 
  } 
    } 
} 
 
//Calcul du nombre moyen d'objets dans le champ de la camera 
object_number=Array.trim(object_number,image_number); 
Array.getStatistics(object_number,min,max,mean_number,stdev_number); 
error_number=stdev_number/sqrt(image_number); 
print(mean_number,stdev_number, error_number); 
 
 
//Calcul du volume d'observation et de la densite 
 volume=chamber_height*(height)*(width); // volume en  
volume=volume*1e-12; 
 density=round(mean_number/volume); 
 error_density=round(error_number/volume); 
 print("Particle Density = "+density+" +/- "+error_density+" per 
px^2*um*1e-12"); 
 //Dialog.create("Particle Density"); 
 //Dialog.addNumber("Density per mL", density); 
 //Dialog.addNumber("Std Error", error_density); 
 //Dialog.show(); 
close() 
 

II. Étude de la phagocytose  
	
  

II.1. Dispositif expérimental, Suivi de la phagocytose 
Pour pouvoir suivre la phagocytose des gouttes fonctionnalisées par les macrophages, nous avons 

construit des chambres d’observation à partir desquelles il est possible de suivre l’internalisation 

au cours du temps par microscopie confocale et de fluorescence. Le choix des cellules s’est porté 

sur une lignée de macrophages de souris RAW 264.7 Lifeact_mcherry, transfectées avec un 

lentivirus contenant un vecteur Lifeact_mcherry, c’est un plasmide qui code pour un peptide 

fluorescent et qui se fixe sur l’actine sans modifier sa dynamique (souris leucémiques, lignée 

monocytaire de cellules, macrophages). Le Lifeact_mCherry marque en fluorescence dans le 

rouge l’actine polymérisée. Son maximum d’excitation est à 587 nm et son maximum d’émission 

est à 610 nm.  
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II.2. Culture cellulaire 
La lignée cellulaire de macrophages murins de souris RAW264.7 Lifeact_mCherry provient de 

l’équipe de recherche « Biologie cellulaire et physiologie osseuse » sous la direction de Pierre 

JURDIC, au sein du laboratoire IGFL, ENS Lyon.  

Il s’agit de cellules adhérentes cultivées à 37°C sous une atmosphère de 5% de CO2 dans du 

milieu DMEM supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal inactivé (Life Technologies, Ref 

10500056), 1 gL-1 D-glucose, 1,1 gL-1 de pyruvate de sodium et 1% de pénicilline-streptomycine 

(Life Technologies, Ref 15140122). L'expression de la protéine fluorescente Lifeact_mCherry a 

été maintenue grâce à l'ajout intermittent de 4 µg.mL-1 de puromycine (Life Technologies) au 

milieu de culture.  

Lors de chaque passage, les cellules décollées après un traitement avec de la trypsine sont remises 

en suspension dans des plaques de culture 6 puits. Les cellules sont cultivées sur des lamelles de 

verre (20 x 20 mm, VWR) stérilisées (lavage à l’acétone puis éthanol et séchage) et introduites 

dans chaque puit de la plaque de culture 24 heures avant les études de phagocytose pour adhérer 

aux lamelles. Les expériences ont été réalisées avec des densités cellulaires proches de 106 

cellules par lamelle de verre qui correspondent à environ 60% de confluence.  

II.3. Protocole de fixation des cellules 
1. Aspirer le milieu où se trouvent les lamelles avec des cellules et laver trois fois avec le DPBS-1X  

2. Fixer les lamelles dans une solution de PFA 4% dans le DPBS-1X, pH 7,2/7,4 pendant 20 

minutes à température ambiante 

3. Laver 3 à 5 fois dans du DPBS-1X  

4. Traiter pendant 15 minutes dans une solution de DPBS-1X_Triton 0,1% (Laver 5 fois  

5. Laver 3 à 5 fois dans du DPBS-1X  

6. Ajouter la phalloïdine et le DAPI dans du DPBS-1X pendant 30 minutes à l’abri de la lumière et 

à température ambiante  

7. Laver 3 à 5 fois dans du DPBS-1X  

II.4. Protocole d’immunolocalisation 
a) Préparation des cellules  

1. Aspirer le milieu où se trouvent les lamelles avec des cellules et laver trois fois avec le DPBS-1X  

2. Fixer les lamelles dans une solution de PFA 4% dans le DPBS-1X, pH 7,2/7,4 pendant 20 

minutes  
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3. Laver 3 à 5 fois dans du DPBS-1X  

4. Traiter pendant 20 minutes dans une solution de DPBS-1X_NH4Cl 50 mM (Cette étape permet 

de neutraliser le PFA résiduel, particulièrement quand des anticorps primaires utilisés dans les 

étapes suivantes peuvent donner des signaux non spécifiques)  

5. Laver 5 fois dans DPBS-1X 

b) Immunolocalisation  

1. Ajouter une solution de blocage : DPBS-1X_BSA à 1% pendant 30 minutes à température 

ambiante 

2. Ajouter l’anticorps primaire anti CD16/CD32 dans une solution DPBS-1X_BSA à 1% (Rat Anti-

Mouse CD16/CD32 mAb 2.4G2, à une concentration de 1 µg.mL-1, BD Pharmingen™ 

Biosciences, New Jersey, USA) et incuber toute la nuit à 4°C.  

3. Laver 3 à 5 fois dans du DPBS-1X  

4. Ajouter l’anticorps secondaire dans une solution DPBS-1X_BSA à 1% (Alexa Fluor® 647 Goat 

Anti-Rat IgG à concentration de 5 µg.mL-1, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), le DAPI et 

la phalloïdine (Atto 555-phalloidin, Sigma Aldrich) pendant une heure à température ambiante et 

à l’abri de la lumière.  

5. Laver 5 fois dans DPBS-1X 

6. Monter les lamelles dans du Fluorshield (sigma Aldrich) ou autre agent de montage  

7. Seller les lamelles avec du vernis et laisser environ 10 minutes à température ambiante 

8. Imager au microscope.  

II.5. Observation en microscopie confocale 
Nous avons utilisé le microscope confocal Zeiss LSM 710. Pour exciter le DAPI, nous avons utilisé 

le laser diode à 405 nm. Pour Alexa Fluor® 488, nous avons utilisé le laser argon à 488 nm. Pour 

Alexa Fluor® 647 et Atto-555 nous avons utilisé le laser hélium à respectivement 633 nm et 543 

nm. Les spectres d’émission sont détectés entre 430 et 540 nm pour le DAPI, 485-540 pour Alexa 

Fluor® 488, 550-580 nm pour Atto-555 et entre 640 et 790 nm pour Alexa Fluor® 647. 

L’acquisition est réalisée en mode « channel-separated » avec une moyenne sur 8 lignes d’images.  

II.6. Statistiques 
Les distributions des données ont été évaluées en utilisant le test de normalité d'Agostino & 

Pearson omnibus. Toutes les données suivent des distributions non gaussiennes. La signification 

statistique a été évaluée par le test de Wilcoxon signé qui est un test non paramétrique permettant 
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de comparer deux échantillons appariés et les tests ANOVA et Dunn’s pour les comparaisons 

multiples non paramétriques en utilisant le logiciel Prism. Les résultats avec P < 0,01 sont 

considérés comme étant statistiquement significatifs : *** indique p < 0,001, ** indique p < 0,01 

et NS indique les résultats non significatifs.  

II.7. Données sur la lignée cellulaire RAW 264.7 Lifeact-mCherry 
La lignée nous a été gracieusement fournier par P. Jurdic(IGFL, Lyon). Ci-dessous, vous trouvez 

la documention qui était fournie avec les cellules. 
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Résumé 
La phagocytose par les macrophages est un processus biologique essentiel au système immunitaire et joue un 
rôle clé dans le maintien de l’homéostasie cellulaire. Les cibles à éliminer varient en terme de tailles, des 
bactéries (µm) aux cellules cancéreuses ou senescentes (10 – 20 µm). La plupart des études quantitatives sur 
la phagocytose reposent sur l'utilisation de microparticules de polymère rigides en tant que cibles modèles 
pour la compréhension des paramètres qui régissent ce processus. Cependant, ces particules ne rendent pas 
compte de la mobilité latérale des ligands à leur surface malgré la pertinence de ce paramètre dans le 
contexte immunologique. Cette étude a pour but de synthétiser un matériau biomimétique qui constitue un 
nouveau système modèle pour l’étude de la phagocytose. Il s’agit de gouttes d’émulsions monodisperses 
fonctionnalisées avec des IgGs libres de diffuser sur toute la surface. Dans le cadre de cette thèse, nous avons 
obtenu différentes densités contrôlées de fonctionnalisation, caractérisées de façon quantitative. Ainsi, il 
nous a été possible de déterminer une densité minimale d’IgGs nécessaire à induire une internalisation 
efficace des gouttes. Pour des densités supérieures d’IgGs, ces gouttes sont efficacement et spécifiquement 
internalisées par phagocytose induite par les récepteurs FcγR in vitro. Nous avons plus précisément cherché à 
approfondir la compréhension de certains aspects mécaniques. Nous montrons que, contrairement à des billes 
de polymères solides, l’internalisation des gouttes est efficace même pour de faibles densités d’IgGs. La 
phagocytose s’accompagne, pendant la phase d’adhésion à la surface du macrophage, d’une mobilité latérale 
des ligands en zone de contact. Il apparaît donc que la mobilité latérale des protéines à l'interface d'une cible 
améliore considérablement sa phagocytose par les macrophages. Ainsi, ces gouttes permettrons d’aborder de 
nouvelles questions biologiques pour approfondir certaines mécanismes moléculaires et/ou mécaniques. 
 
Mots-clés : phagocytose, internalisation, gouttes d’émulsion, adhésion, mobilité latérale, fonctionnalisation, 
taille des cibles, densité minimale, contrôle de densité.  
 
Abstract 
Phagocytosis by macrophages represents a fundamental process essential for both immunity and tissue 
homeostasis. The size of targets to be eliminated ranges from small particles as bacteria to large objects as 
cancerous or senescent cells. Most of our current quantitative knowledge on phagocytosis is based on the use 
of solid polymer microparticles as model targets that are well adapted to the study of phagocytosis 
mechanisms that do not involve any lateral mobility of the ligands, despite the relevance of this parameter in 
the immunological context. The aim of this study is to synthesize a biomimetic material that constitutes a 
new model system for the study of phagocytosis. We designed monodisperse, lateraly mobile IgG-coated 
emulsion droplets, with different controlled densities of IgGs, that are efficiently and specifically internalized 
by macrophages through in-vitro FcγR-mediated phagocytosis. The excellent control of the opsonization 
density allowed us to measure the minimal IgGs density required to induce an efficient internalization. We 
also attempted to deepen the understanding of certain mechanical aspects. We show that, contrary to solid 
polymeric beads, droplet uptake is high even for low IgG densities and is accompagnied by the clustering of 
the opsonins in the zone of contact with the macrophage during the adhesion step. Beyond the sole interest in 
the design of the material, our results suggest that lateral mobility of proteins at the interface of a target 
greatly enhances the phagocytic uptake. Thus, emulsion droplets constitute a new interesting target to 
investigate different biological issues and understand molecular and/or mechanical mechansims.  
 
Keywords : phagocytosis, internalization, emulsion droplets, adhesion, lateral mobility, fonctionnalization, 
targets size, minimal density, density control.   

 




