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Repliement des proteines et translocation
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Repliement de protéines et translocation
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La compréhension du repliement des protéines est un probleme central de la biologie actuelle post-génomique. Le
mauvais repliement de certaines protéines est impligué dans de nombreuses maladies: maladie d'Alzheimer, de
Parkinson, ancéphalopathie spongiforme bovine, cancer... Par ailleurs, la production de protéines recombinantes
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T p— ro k¥ N e - , s'accompagne souvent de la formation de corps d’inclusion qui sont solubilisés au moyen d’'agent dénaturant
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comme l'urée ou le chlorure de guanidinium. Le repliement in vitro de ces protéines se heurtent a de nombreux
problemes en particulier pour les protéines de haute masse moléculaire ou ayant plusieurs domaines structuraux.
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PP i i La vision classique du repliement des protéines, représente la molécule évoluant dans un paysage dénergie
; conformationnelle qui la guide vers un état de minimum d’énergie. Pour progresser dans la compréhension du
repliement, ce paradigme doit étre dépassé. En effet, in vivo, le repliement des protéines naissantes, ou certains
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field cycles deépliement-translocation-repliement qui sont observés dans la cellule, suggerent que la notion de
AN0POTouS repliement séquentiel est fondamentale. Cette notion signifie qu'une extrémité de la chaine protéique se replie
\ 4 sans avoir “‘connaissance” du reste de la molécule. C’est ce point clé que nous tentons de mimer in vitro.
denaturing agent . renaturing
. ' o % Sgﬁggﬁ;t Notre approche consiste a étudier in vitro le repliement de protéines en le dirigeant par translocation, a développer
reTalged B Bota les techniques de mesure et de controle de la vitesse de translocation et a développer et réaliser les matériaux

nanoporeux adaptés a cette application. Pour cela différentes voies sont explorées.

Translocation de protéines dépliées a travers un pore protéique

La translocation des protéines a travers un nanopore unique protéique de 2 nm de diametre inserré dans mﬂﬂm‘”ﬁm EZUD (c
une bicouche lipidique est étudiée. Ici le nanopore est I'a-Hemolysin du Staphylocoque doré qui est déja = 3

utilisé pour la translocation de 'AND simple brin. Ce pore unique permet d’utiliser la technique de patch- = f;? E*DD- -

clamp pour mesurer la frequence des eévenements de translocation et leur duré individuelle. La référence 1 E S £ |

décrit la premiere expérience de ce type réalisée sur une protéine dépliee, la MBP (Maltose Binding o ﬂ?lf‘ z 5 |

Protein), qui présente I'avantage de se déplier a des concentrations faibles en agent dénaturant laissant IMBP] = 0.35 uM 0
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intact le nanopore protéique. Ce résultat démontre la faisabilité d’'une translocation in vitro d’'une protéine
dépliée et ouvre la voie a de nouveaux moyens d’'investigation du processus de dépliement-repliement des
protéines.

Les courbes repésentent le courant ionique a travers I'a-Hemolysin (a 100mV) en présence de 0.35uM de
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MBP native (haut-gauche) ou dépliée par 1.35M de Gdm-HCI (bas-gauche). Lorsque la translocation de la | u l *
protéine dépliée se produit, le courant chute. IMBP] = 0.35 M + [GAmHCI] = 1.35 M 0 oy |
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Elaboration de membranes artificielles en PVDF

Une irradiation aux ions lours de films en PVDF de 9 ym d’épaisseur puis attaque chimique des traces latentes, permet
d'obtenir des membranes nanoporeuses dont les pores parfaitement cylindriques, d'un rayon compris entre 20 et 50 nm,
sont caraterisés par DNPA. Récemment, les radicaux encore présents dans la paroi des pores apres l'attaque chimique,
ont permis un radiogreffage sélectif d’acide poyacrylique sur cette paroi. Cette modification chimique permet ainsi un
marquage sélectif et different des pores et de la surface de la membrane par des molécules fluorescentes. Ces membranes
peuvent étre imagées par microscopie confocale a balayage laser et permettent d’envisager I'emploi des technique de
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) ou FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy) pour I'étude de Ila
translocation des protéines.

L'image représente une coupe selon le plan xz d’'une telle membrane.

Elaboration de membranes utilisant un tapis de nanotubes de carbone

Les tapis de nanotubes de carbone alignés permettent d'élaborer des composites nanotubes-polymere par imprégnation d’'une résine
epoxide ou de polystyrene. Un amincissement par polissage du matériau dans la direction perpendiculaire aux nanotubes permet de
les ouvrir et d'obtenir des membranes d’'une épaisseur de 100 a 200 um dans lesquelles les trous centraux des nanotubes forment
des pores monodisperses d'un diametre de l'ordre de 7 nm (éventuellement ajustable). La permation de ces membranes est
optimales (de ‘ordre de 1070 tubes/cm?) pour la translocation de grande quantité de protéines.

L'image est obtenue par microscopie électronique a balayage d'un tapis de nanotubes de carbones alignés obtenu par dépot
chimique en phase vapeur assisté par un catalyseur (Catalytic Chemical Vapor Deposition) d’'un aérosol toluene/ferrocene (d’'apres M.
Pinault ef al., Nano Lett., 5, 12, 2394-2398 (2005).
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