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Résumé

Les protéines sont des macromolécules indispensables au fonctionnement des cellules vivantes,
pouvant fournir des informations clés pour comprendre les mécanismes biologiques et les
maladies. Le développement de nouveaux outils pour le séquengage des protéines, rapide et a
I’échelle de la molécule unique, constituerait un apport dans le diagnostic de nombreuses
maladies et dans le développement de la médecine personnalisée.

La technologie de détection électrique par nanopore est une méthode d'analyse a I'échelle de la
molécule unique, en temps réel, sans marquage, peu cotiteuse, qui se présente comme un outil
prometteur pour le développement de cette application. Le principe de cette technique consiste
a utiliser une membrane isolant deux compartiments remplis par une solution ionique, et percée
d’un trou nanométrique, un nanopore. Sous I’action d’une différence de potentiel, un flux d’ions
circule a travers le nanopore. L’entrée d’une molécule individuelle dans le nanopore entraine
une chute du courant ionique dont les caractéristiques permettent d’obtenir des informations
sur la nature chimique de la molécule analysée. Sur ce principe, le séquengage de biomolécules
peut étre réalis¢ par la lecture séquentielle de 1I’information d’une chaine dépliée a travers un
nanopore.

Les avancées spectaculaires du séquencage de I’ADN par nanopore ont mis en lumiére le haut
potentiel de cette technologie et ont ouvert la voie vers le développement du séquengage des
protéines par nanopore. Ce nouveau challenge est néanmoins bien plus difficile que pour les
acides nucléiques en raison de nombreuses contraintes principalement liées a la nature des
protéines qui présentent une structure complexe, qui peuvent étre composées de 20 acides
aminés, et qui présentent des modifications chimiques de certains de leurs acides aminés. A
notre connaissance, au commencement de mes travaux de theése, aucun nanopore, qu’il soit
biologique non modifié, solide, ou artificiel, n’avait permis d’obtenir une résolution d’un acide
aminé¢ suffisante a la lecture de la s€quence d’une protéine.

L’ambition de mon projet de these est de développer une stratégie de s€quencage des protéines
basée sur I'utilisation d’un nanopore biologique, 1’aérolysine, une toxine produite par la
bactérie Aeromonas hydrophila, capable de former des pores nanométriques dans les
membranes biologiques. L’aérolysine, a récemment démontré un haut pouvoir de résolution,
dans des conditions physico-chimiques optimales, pour I’analyse de différents types de
molécules, comme des polymeres neutres et des oligonucléotides. L’aérolysine se présente ainsi
comme un candidat de choix pour tenter d’atteindre une résolution de détection d’un acide
aminé.

Ce manuscrit a pour objectif de présenter les résultats que j’ai obtenus durant ma thése. La
premiére contribution majeure de mes travaux est de montrer, pour la premiére fois, que
I’aérolysine permet d’obtenir la discrimination de courts peptides (de 5 a 10 acides aminés),
analysés dans un mélange ou individuellement, avec une résolution de séparation d’un acide
aminé individuel. La deuxiéme contribution majeure de mes travaux est I’établissement de la
premicre cartographie des 20 acides aminés naturels par nanopore, sur la base de leurs
signatures ¢lectriques mesurées a travers 1’aérolysine. Nous avons également montré qu’il est
possible d’identifier des modifications chimiques portées par certains acides aminés.






Abstract

Proteins are large molecules that play essential roles in living cells including structure,
regulation and functions. They provide key information for understanding biological
mechanisms and diseases. The development of new tools for rapid protein sequencing at the
single molecule scale, would contribute to the diagnosis of numerous diseases and to the
development of personalized medical assessment.

Nanopore-based single-molecule electrical detection technology is a low-cost, real-time, and
label-free analysis method, that stands out as a promising tool for the development of this
application. The principle of this technique consists of using a nanometric pore (nanopore)
created in a membrane separating two compartments filled with electrolyte solution. Due to the
applied voltage, the electrolyte ions flow through the nanopore. The entry of individual
molecules in the nanopore causes a drop in ionic current whose characteristics provide
information on the chemical nature of the molecule being analyzed. Based on this principle,
biomolecule sequencing can be achieved by sequentially reading the information of an unfolded
protein through a nanopore.

The significant advances in nanopore DNA sequencing have enhanced the potential of this
technology and expanded the development of nanopore protein sequencing. This latter is,
nonetheless, more challenging compared to nucleic acids because of many constraints mainly
related to the nature of proteins which have a complex structure. It can be composed of 20
amino acids which may also involve chemical modifications of some of them. To our
knowledge, when my thesis work has been initiated, no nanopore, whether biological
unmodified, solid, or artificial, has so far made it possible to obtain sufficient amino acid
resolution for reading the sequence of a protein.

The foreseen scope of my thesis work is to develop a protein sequencing strategy based on the
use of a biological nanopore called aerolysin, a toxin produced by the bacteria Aeromonas
hydrophila which forms nanometric pores in biological membranes. Aerolysin has recently
demonstrated a high resolving power, under optimal physicochemical conditions, for the
analysis of different types of molecules such as neutral polymers, and oligonucleotides.
Aerolysin thus represents an ideal candidate for attempting to achieve a high separation
resolution permitting the detection of an amino acid.

This manuscript explores the results that | obtained during my thesis work. My first major
contribution is to demonstrate, for the first time, that aerolysin allows the discrimination of
short peptides (from 5 to 10 amino acids) analyzed in a mixture or individually, with a
separation resolution equivalent to that of an individual amino acid. My second major
contribution is to demonstrate for the first time a mapping of 20 natural amino acids per
nanopore, based on their electrical signatures measured through aerolysin. We have also shown
that it is possible to identify chemical modifications carried by certain amino acids.
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Introduction générale

Les cellules, qui sont les plus petites unités structurales et fonctionnelles des organismes
vivants, sont structurées en sous-compartiments et sont séparées de leur environnement par des
membranes lipidiques. Le transport des molécules ou des macromolécules a 1'échelle cellulaire,
de part et d’autre des membranes lipidiques, se fait a travers des canaux protéiques qui sont des
pores de diamétre nanométrique (nanopores) enchassés dans ces membranes. On peut citer la
synthése des biopolyméres (ADN, ARN, protéines, et polysaccharides), I’export d’ARN a
travers des pores nucléaires, I’infection de cellules par des bactéries et des virus, ou encore la
translocation des protéines. L’apparition a la fin des années 80 d’une méthode de détection
¢lectrique couplée a un canal protéique nanométrique inséré dans une bicouche lipidique
séparant deux compartiments chacun rempli d'une solution ionique [1], a rendu possible 1’étude
de ces processus biologiques complexes a 1’échelle moléculaire. Cette technologie est connue

sous le nom de détection ¢électrique par nanopore a 1I’échelle de la molécule unique.

Le principe général de cette technique repose sur la mesure de chutes du courant ionique,
engendrées par la présence d’une molécule individuelle entrainée sous 1’action d’un champ
électrique dans un nanopore. Les caractéristiques du blocage du courant ionique induit par la
présence de la molécule dans le nanopore dépendent, en particulier, de la conformation, de la
taille, de la composition ou de la séquence de la molécule, de la nature du canal, et de

I’interaction potentielle entre la molécule et le canal.

Elle a permis depuis son apparition la détection électrique d’un large éventail d’analytes [2]
comme des ions, des polymeres synthétiques, des sucres, des acides nucléiques, ou encore des
peptides et des protéines ; et a mené au développement de plusieurs applications dont la plus
connue d'entre elles est le séquencage de I’ADN par nanopore, qui est aujourd’hui acquis et

commercialisé par Oxford Nanopore Technologies [2—4].

Le succeés du séquencage de ’ADN par nanopore a ouvert la voie au développement du

séquencgage de protéines par nanopore, qui est devenu le nouveau challenge [5—10].

Les protéines sont des macromolécules indispensables au fonctionnement des cellules vivantes.
Des milliers de protéines assurent 1’ensemble des fonctions cellulaires, du contrdle des
mouvements de la cellule, a la catalyse du métabolisme, en passant par la copie de I’ADN.

Certaines protéines sont ¢galement impliquées dans des processus pathologiques. Les protéines



peuvent ainsi fournir des informations clés pour comprendre les mécanismes biologiques et les
maladies. Un des objectifs importants de la protéomique consiste & découvrir et a identifier des
biomarqueurs, comme des protéines ou des peptides, et/ou des modifications des protéines ou
des peptides, dont la présence, l'absence, ou l'altération, est liée a un état physiologique ou
pathologique particulier. Le séquencgage des protéines, qui consiste a caractériser la structure
primaire d'une protéine, c'est-a-dire a déterminer le nombre, la nature chimique, et 1'ordre de
I'ensemble des acides aminés la composant, peut permettre de découvrir et d'identifier ces

biomarqueurs.

La spectrométrie de masse [11], qui est actuellement la technique de référence pour le
séquengage des protéines [12,13], est un outil puissant mais qui demeure principalement limité
par sa sensibilité, par les étapes complexes de préparation des échantillons, et par 1’utilisation
de bases de données incomplétes [9]. En l'occurrence, la spectrométrie de masse n’est pas
encore suffisamment sensible pour permettre la détection de trés faibles quantités de protéines
présentes dans une cellule unique, une vésicule extracelullaire (exosome), ou encore moins, a
1’état de quelques copies dans un fluide biologique ; ce qui peut étre d'une importance cruciale

dans un contexte de diagnostic médical.

Le défi serait de parvenir a séquencer des protéines entieres par lecture directe de leur
composition en acides aminés, sans €tapes préalables complexes de préparation d'échantillon,
avec un outil disposant d’un colit abordable, d’une haute sensibilité, d’un haut débit, et d’une
précision suffisamment importante pour déterminer a la fois la structure primaire et les

modifications post-traductionnelles, sans faire appel a 1’utilisation de bases de données [9,14].

La détection électrique par nanopore est une technique d'analyse en temps réel, a I'échelle de la

molécule unique, sans marquage, et bon marché, qui pourrait répondre a ces exigences.

L’intérét de l'analyse d'une molécule unique réside dans la précision de la mesure. En effet, les
techniques en volume permettent d’accéder a des informations moléculaires impliquant un
nombre macroscopique de molécules et donnant des informations moyennées, donc
relativement limitées. La possibilité de détecter des molécules individuelles une par une permet
de bénéficier d'une haute sensibilité, -sélectivité, et -spécificité. De plus, la possibilité¢ de
détecter des molécules a partir d’un signal é€lectrique permet, en comparaison a d’autres
approches d’analyse a I’échelle de la molécule unique [6,15] de s'affranchir d'étapes complexes,
de préparation de I'échantillon par marquage fluorescent [16—19], ou de fonctionnalisation de

I’outil de mesure [20].



Le séquencage d’une protéine par un nanopore peut étre réalisé par la lecture séquentielle des
différents acides aminés d’une protéine dépliée, traversant de facon unidirectionnelle un
nanopore qui joue alors le role d’une téte de lecture. Le défi est néanmoins de taille en raison
des nombreuses contraintes principalement liées a la structure des protéines, mais également au
manque de résolution des nanopores utilisés jusque-la. D’une part, la distribution de charge au
sein des différents acides aminés, au contraire de I’ADN qui est uniformément chargé, rend
plus difficile le transport unidirectionnel d’une protéine native [21,22] a travers le nanopore.
D’autre part, la réalisation du séquengage de protéines nécessite de pouvoir distinguer au moins
les 20 acides aminés naturels pouvant composer une protéine, et de détecter la présence de
modifications post-traductionnelles. La premiére étape vers le séquencage de protéines par
nanopore est d’atteindre une précision de lecture d’un acide aminé. Jusque-1a, aucun nanopore,
qu’il soit biologique non modifi¢, ou artificiel, ni aucune autre méthode a 1’échelle de la
molécule unique, n’a permis d’obtenir une résolution suffisante a la lecture de la séquence d’une

protéine avec une précision d’un acide aminé.

C’est dans ce contexte que s’inscrivent mes travaux de thése dont 1'objectif est de définir une
stratégie de s€équencage des protéines basée sur 1’utilisation d’un nanopore stable et facilement
modulable permettant d’atteindre une résolution a 1’échelle d’un acide aminé. Pour relever ce
défi, notre choix s’est porté sur I'utilisation d’un nanopore biologique particulier, I’aérolysine,
une toxine utilisée par la bactérie Aeromonas hydrophila pour former des pores dans les

membranes biologiques de ses cibles [23], et qui est produite dans notre laboratoire [24].

L’aérolysine a préalablement été utilisée pour 1’étude, du dépliement de protéines sauvages et
mutantes, de la dynamique du transport de polymeres, de protéines dépliées, de peptides, de
sucres, d’oligonucléotides, du suivi en temps-réel d’une réaction de dégradation enzymatique,
et de la caractérisation de structures secondaires [25]. En revanche, 1’aérolysine n’avait été que
peu utilisée pour la détermination de la séquence de protéines a 1’échelle de la molécule unique

au commencement de ma theése.

Récemment, il a plus particulierement été¢ démontré que l'aérolysine, en comparaison a d’autres
nanopores biologiques, posséde un pouvoir de résolution supérieur pour 1’analyse de différents
types de molécules, notamment pour la détection et la discrimination en taille avec une
résolution de séparation d'une seule unit¢ monomérique au sein d'une mélange polydisperse de
polymeres synthétiques [26], et au sein d'une mélange polydisperse d'oligonucléotides [27]. Ce

pouvoir de résolution a été obtenu dans le cas de I’analyse de ces chaines dans des conditions



physico-chimiques optimales qui permettent de travailler dans un régime d’analyse dans lequel
les chaines adoptent une conformation. Cette formation permet aux chaines de se retrouver
entierement logées a I’intérieur du nanopore, avec lequel elles interagissent durant des temps
suffisamment longs pour permettre la mesure de la contribution spécifique de chaque espece

d’une longueur donnée au blocage du courant.

En regard de cela, nous avons choisi d'utiliser le nanopore d'aérolysine pour explorer son
potentiel afin de nous permettre d'atteindre une résolution a I'échelle de l'acide aminé dans le
cas l'analyse de courts peptides ; dans 'optique de proposer une nouvelle stratégie originale de
séquengage de protéines a I'échelle de la molécule unique basée sur l'utilisation de ce nanopore,
différente de I’approche initiale visant a lire la séquence d’une protéine lors de son transport

unidirectionnel & travers un nanopore.

Dans le chapitre n°l, je présente une synthése bibliographique qui est organisée en trois

parties.

La premiére partie a pour objectif : (i) d’introduire la technique en présentant son principe et
I’intérét de son utilisation, (ii) de présenter les différentes catégories de nanopores et les
avantages et inconvénients de leur utilisation, avec une présentation plus détaillée des
nanopores biologiques en raison de 'utilisation de ce type de nanopore dans cette these, et enfin
; (111) de présenter quelques expériences pionnieres ayant montré le potentiel de cette technique
a ses deébuts pour la détection et la caractérisation de polymeres synthétiques et d’acides
nucléiques. Je décrirai notamment dans cette partie comment ces études ont mené au
développement de plusieurs applications comme la discrimination en taille de polymeres

synthétiques et le séquencage d’ADN par nanopore.

La deuxiéme partie a pour objectif : (i) d'introduire les techniques traditionnelles permettant
de réaliser le séquencage des protéines ; (i1) de décrire les stratégies proposé€es pour le
développement du séquencage des protéines par nanopore ; et enfin, (ii1) de décrire d'autres

approches de séquencage des protéines a I'échelle de la molécule unique.

La troisieme partie a pour objectif de présenter le nanopore d’aérolysine avec une description
: (1) de la structure du monomere, (ii) du mécanisme de formation d'un pore et d'insertion dans
une membrane de lipides, (iii) de la structure et des propriétés €lectriques du pore, et (iv) de

son utilisation comme nanopore pour la détection de molécules.



Dans le chapitre n°2, je présente la méthode expérimentale ce qui inclut la description des
dispositifs expérimentaux de mesure utilisés, la méthode de reconstitution d’'une membrane
lipidique et d’insertion d’un nanopore biologique dans une membrane de lipides, des paramétres
du signal auxquels nous nous intéressons, et des analyses de données permettant d'extraire de

I’information a partir des mesures réalisées.
Dans les chapitres n°3 et n°4, je présente les résultats obtenus durant mes travaux de thése.

Le chapitre n°3 décrit les résultats qui montrent, pour la premiére fois, la capacité du nanopore
d’aérolysine a séparer et identifier en taille des homopeptides d’une longueur de 5 a 10 acides
aminés avec une résolution de discrimination d’un acide aminé. Nous avons également
démontr¢ la capacité de ce nanopore a détecter et identifier des impuretés peptiques de quelques
centaines de molécules qui ne parviennent pas a étre détectées par d’autres techniques

existantes.

Le chapitre n°4 décrit l'approche mise en place nous ayant permis de cartographier
¢lectriquement entre 13 et 16 des 20 acides aminés naturels par le nanopore d’aérolysine. Nous
avons ¢galement montré qu’il est possible de détecter et d’identifier des modifications
chimiques sur différents acides aminés. Je décrirai comment ces résultats nous ont permis de
proposer une stratégie de séquencage des protéines basée sur l’utilisation du nanopore

d'aérolysine.

Enfin, je terminerai ce manuscrit par une conclusion générale qui résume les travaux de cette

these.






Chapitre 1 : Revue bibliographique

I. La détection électrique a I’échelle de la molécule unique par nanopore

1.1 Principe et origine de la technique

Le principe de la détection ¢électrique d’une molécule unique par un nanopore est directement
inspiré de la méthode du compteur Coulter (Fig. 1) [28]. Le compteur Coulter est une méthode
de détection d’impulsions résistives (Resistive Pulse Sensing, RPS) [29] apparue dans les
années 50, qui permet de déterminer la taille et le nombre de cellules présentes en suspension

dans une solution ¢électrolytique.

Le dispositif développé par Wallace Coulter se présente sous la forme d’une cuve constituée de
deux compartiments séparés par une paroi solide dans laquelle est percée un trou (pore,
ouverture). Chaque compartiment est rempli d’une solution ionique et d’objets d’intérét
dispersés dans cette solution. Un flux d’ions s’établit entre les deux compartiments sous 1’action
d’une tension électrique ou par simple diffusion. Deux électrodes placées dans chacun des
compartiments permettent de mesurer la quantité d’ions circulant a travers le pore percé, ce qui
se traduit par la mesure d’un courant ionique. Lorsque le pore est vide, les ions circulent
librement a travers celui-ci et le courant ionique mesuré est maximal et dépend, de la dimension
et de la géométrie du trou, et de la concentration ionique de 1'électrolyte. Sous I’action d’une
tension ¢lectrique, de 1’agitation thermique, d’un gradient de concentration, d’un flux électro-
osmotique, ou d’une pression, un objet peut entrer dans le pore. La présence d’un objet qui
entre dans le pore et/ou interagit avec le pore, gé€ne partiellement le passage des ions et induit
une chute brusque et temporaire du courant ionique (impulsion ou blocage du courant). Les
caractéristiques des événements de chute du courant ionique (profondeur, durée, fréquence)
sont liées aux propriétés de 1’objet (longueur, composition chimique, conformation, et
structure). Le courant ionique initialement mesuré est rétablit lorsque 1’objet quitte le pore et
regagne I’un des deux compartiments. L’objet ne traverse pas systématiquement le pore et peut

regagner le compartiment initial dans lequel il résidait.

Lorsque Coulter propose son dispositif dans les années 50, celui-ci a pour objectif de dénombrer
des cellules de plusieurs dizaines de micrometres en solution en associant le nombre de chutes
du courant ionique mesurées au nombre de cellules ayant visité le pore [28]. L’automatisation
du procédé a permis I’utilisation en routine de cette technique, notamment en hématologie pour

I’analyse des cellules sanguines [30-32].
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Figure 1 - Schéma représentatif du principe du compteur Coulter. Une cuve est séparée en
deux compartiments par une paroi percée d'une ouverture micrométrique qui relie les deux
compartiments remplis d'une solution ionique. Deux électrodes plongées dans chacun des
compartiments permettent d'appliquer une tension électrique et de mesurer un courant ionique.
Lorsque I'ouverture est vide, un courant ionique lo est mesuré. Une particule ajoutée en solution
(1) peut entrer dans I'ouverture sous l'action d'une tension électrique ou d’une autre force
motrice et induire une chute du courant ionique qui est mesurable (2). Le courant ionique lo est
restauré lorsque la particule quitte I'ouverture, d'un c6té ou de l'autre (3).

De telles mesures nécessitent que les particules soient d'une part, suffisamment séparées
spatialement (diluées) et petites (ou déformables) pour pénétrer dans le canal une a une, et
d'autre part, suffisamment grandes par rapport au diametre de l'ouverture pour induire un
blocage du courant détectable. Il convient de rappeler que dans ce cas de figure, la conductivité
des particules est négligeable par rapport a 1'¢lectrolyte environnant. Dans le cas contraire, la
particule devient moins détectable a mesure que sa conductivité s'approche de celle de

I'¢lectrolyte [33], ou dans de rares cas, peut méme induire une augmentation détectable du

courant [34,35] si la conductivité de la particule est supérieure a celle de 1'électrolyte.

Compte tenu des dimensions micrométriques de 1'ouverture du dispositif de Coulter (environ
100 pum de diamétre et plusieurs centaines de micromeétres de longueur), ce dernier ne permet
de dimensionner que des objets de taille micrométrique ou submillimétrique. La détection et le
dimensionnement d’objets submicrométriques avec le dispositif de Coulter nécessite de
diminuer les dimensions de I’ouverture. Dans ce contexte, Herbert E. Kubitschek a remplacé
I'ouverture du compteur Coulter par une petite ouverture de 10 pm de diametre percée dans une
feuille de verre de 50 pm d'épaisseur pour compter et dimensionner des bactéries (1-10 pum)
[36]. Dans le méme sens, en 1970, Charles Bean et Ralph de Blois ont encore réduit I'ouverture

du compteur Coulter pour atteindre un trou submicrométrique de 500 nm de diamétre percé



dans une feuille de plastique, pour analyser des objets submicrométriques tels que des particules

sphériques de polystyréne (90 nm) [37], ou des virus (60 nm) [38,39].

Les expériences de détection d’objets nanométriques comme des molécules, nécessitent donc
des pores de largeur nanométrique (nanopores). La premiére démonstration d'un dispositif
permettant de détecter, de caractériser, et de compter des molécules individuelles, c'est-a-dire
de facon analogue au compteur Coulter mais a 1'échelle moléculaire, a été décrite par
Zimmerberg et Parsegian [40], puis a été réalisée par John Kasianowicz et ses collégues en
1996 [1]. L’ouverture du dispositif de Coulter percée dans une paroi isolante solide a été
substituée par une toxine bactérienne, l'a-hémolysine, formant un pore de diametre

nanométrique reconstituée dans une bicouche lipidique isolante.

Il est important de souligner que dans le contexte biologique de I'étude des membranes
protéiques, la reconstitution de bicouches lipidiques et de membranes protéolipidiques a été
découverte par Paul Mueller et ses collégues dans les années 1960 [41—43]. A la fin des années
1970, Erwin Neher et Bert Sakmann ont mis au point la technique du patch-clamp, dans laquelle
les courants ioniques ont été enregistrés pour la premiere fois dans des cellules vivantes
individuelles [44]. Il convient également de rappeler que le voltage-clamp a été développé au
milieu du siécle dernier pour des travaux sur la membrane excitable de I'axone géant du calmar,

afin de permettre 1'élucidation du mécanisme ionique du potentiel d'action [45-47].

L'intérét de réaliser un compteur Coulter moléculaire est de réaliser des mesures de grande
précision sur des molécules uniques, au contraire des techniques en volume donnant acces a
des mesures moyennées ; et cela sans marquage des molécules, ce qui peut s'avérer €tre une

étape de préparation complexe.

1.2 Catégories de nanopores

Nous présentons dans cette section les différentes catégories de nanopores, ainsi que leurs
avantages et leurs inconvénients, en donnant quelques exemples de pores ayant été utilisés

comme biocapteurs électriques.

Un nanopore se définit comme un trou de diameétre nanométrique (environ 1 a 100 nm). On
distingue au moins deux grandes catégories de pores : les nanopores biologiques qui sont
formés par des canaux protéiques enchassés dans des membranes de lipides reconstituées in
vitro, et les nanopores solides qui sont formés par des trous percés dans des membranes

synthétiques. Une troisieme catégorie, plus récente, correspond aux nanopores hybrides qui



permettent de tirer profit a la fois des avantages des nanopores biologiques et solides. Enfin,
d’autres types de nanopores plus particuliers peuvent également étre formés par des nanotubes
de cyclodextrine ou de carbone [48,49], par des assemblages d'ADN (DNA origami) [50], ou
par des réseaux métalliques organiques (Metal Organic Framerwork, MOF) [51,52], mais ne
seront pas développés ici. Nous ne développerons également pas les translocons, qui sont les
canaux permettant le transport des protéines, et les protéasomes, qui sont les canaux participant
a la dégradation des protéines pour leur recyclage. Le choix de I’utilisation d’un type de
nanopore plutét qu’un autre dépend de D’application recherchée et des avantages et
inconvénients liés a chacun d’eux qui sont présentés a la suite. Durant cette thése, nous avons
utilisé un nanopore biologique, 1’aérolysine, qui est une toxine bactérienne formant des pores

dans les membranes de lipides.

1.2.1 Les nanopores biologiques

Les nanopores biologiques [53,54] correspondent principalement a des canaux ioniques de
différents types qui parviennent a s’assembler sous la forme de pores et a s’insérer dans les
membranes de lipides. Les canaux ioniques sont des pores protéiques enchissés dans les
membranes biologiques [55] qui assurent le transport des ions, de nutriments, de molécules
d’eau, ou encore de macromolécules (acides nucléiques, protéines, sucres), de part et d’autre
des cellules [56], et des organites [57]. On distingue les canaux qui ne permettent que le
transport d’ions a proprement dit ; et les autres types de canaux qui permettent également le

transport de molécules.

a) Les canaux ioniques

Les canaux ioniques les plus connus sont ceux qui sont exclusivement dédiés au transport d’ions
et qui sont répartis en trois grandes catégories : les canaux dont I’ouverture est déclenchée par
la liaison d’un ligand (chimio-dépendants) ; les canaux dont I’ouverture est déclenchée par un
potentiel de membrane (voltage-dépendants) ; les canaux ioniques dont 1’ouverture est
déclenchée par une variation de la concentration d’un messager intracellulaire comme I’ATP ;
ou encore les canaux mécano-sensibles. L’ouverture des canaux ioniques peut également étre
activée par d’autres stimuli comme une action mécanique ou une variation de température.
Certains canaux ioniques présentent une grande sélectivité en ne permettant le passage que d’un
seul type d’ion, alors que d’autres permettent le passage de plusieurs types d’ions [55,58,59].

Ces canaux protéiques sont trés connus parce qu'ils sont a la base moléculaire de nombreux
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mécanismes cellulaires comme 1'activité nerveuse par la transmission des potentiels d’action
¢lectriques dans les cellules [60], la sensibilité aux neurotransmetteurs et aux hormones [61],
et Pactivité de contraction musculaire [55]. Les canaux ioniques jouent également un rdle
essentiel dans la régulation de la vie de la cellule, notamment en limitant le nombre de cycles
cellulaires par I’enclenchement de processus comme la mort cellulaire programmée ou apoptose
[62]. Ainsi, les canaux ioniques sont omniprésents, enchassés dans les membranes lipidiques,
et leur bon fonctionnement est essentiel a tous les aspects de la vie [58,59]. Le
dysfonctionnement de ces canaux peut entrainer le développement de certaines maladies

comme c'est le cas de la mucoviscidose qui a pour origine une mutation du canal échangeur

d'ions CFTR [63].

Il existe d’autres catégories de canaux protéiques qui participent au transport d’acides
nucléiques, de protéines, de sucres, et de molécules d’eau, a travers un large éventail de

membranes.

Une grande variété de canaux provenant d'organismes multiples, sont parvenus a étre utilisés
comme des nanopores biologiques insérés dans des membranes de lipides, pour la détection de
molécules uniques. Parmi les canaux protéiques les plus utilisés et les plus connus pour leur
utilisation pour la détection électrique d'analytes, on peut citer les catégories des peptides
antimicrobiens ; des porines ; des canaux protéiques d’origine virale ; et des toxines qui forment

des pores.

b) Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens [64] sont des peptides multifonctionnels dont le réle biologique
fondamental in vivo est d’éliminer des microorganismes pathogénes, y compris les bactéries
Gram-positif et Gram-négatif, des champignons, et des virus. Certains de ces peptides
microbiens sont capables de former des nanopores dans les membranes lipidiques comme c'est
le cas de la gramicidine et de I’alaméthicine qui sont deux exemples trés populaires de peptides
microbiens ayant été largement utilisés comme canaux mod¢les pour I'étude de I’insertion d’un
nanopore dans une membrane lipidique reconstituée in vitro [65]. Cependant, principalement
en raison de leur diameétre étroit (environ 0,4 nm pour la gramicidine et 1,1 nm pour
I’alaméthicine), et de leur cinétique rapide d’ouverture et de fermeture, leur utilisation la plus
connue s’est limitée a la compréhension des processus de transport des ions, ou de petites
molécules dans le cas de I’alaméthicine, en étudiant par analyse spectrale les fluctuations du

bruit générées par les ions ou les molécules [66]. Ainsi, l'intérét s'est tourné vers 1’utilisation de
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pores de plus larges diametres comme les porines, les toxines qui forment des pores, et les

canaux protéiques d’origine virale (viral portal protein).

¢) Les toxines qui forment des pores

Les toxines qui forment des pores (Pore-Forming Toxin, PFT) [67—70] sont des protéines
produites et sécrétées par une grande variété d’organismes dont certaines bactéries, certaines
plantes, ou certains insectes, pour agir comme facteur de virulence en ciblant les membranes
lipidiques des cellules hotes, dans le contexte du processus d’infection de cellules cibles [71].
Les hotes des PFTs sont la majorité du temps des cellules eucaryotes mais certaines toxines
sont produites par certaines bactéries pour €tre dirigées contre d’autres bactéries comme c’est
le cas de la colicine produite par Escherichia coli. En permettant la formation d’un pore dans
la membrane lipidique de la cellule hote, ’agent infectieux peut pénétrer dans la cellule pour
dérégler son fonctionnement ou provoquer directement sa lyse. Cela rend les PFTs responsables
d’un grand nombre de maladies infectieuses [72,73], comme l'infection des plaies profondes,
la septicémie, ou les épidémies de gastro-entérite d'origine hydrique et alimentaire, pouvant
aller jusqu’a la mort de I’organisme infecté de par leur capacité a perméabiliser les membranes

cellulaires de leur hote.

Les PFTs sont classées en deux familles structurales : les a-PFTs et les 3-PFTs qui forment des
pores respectivement sous la forme de structures en hélices a, ou en feuillets . Bien que
chacune des familles présente des caractéristiques structurales et des mécanismes de formation
des pores spécifiques, un mécanisme général de leur mode d’action qui est similaire a été défini
(Fig. 2) [70]. Les toxines sont d’abord produites sous la forme de monomeres solubles qui
peuvent nécessiter une activation par protéolyse enzymatique pour leur assemblage sous la
forme d’un pore. Les toxines diffusent ensuite vers la membrane de la cellule cible, au niveau
de laquelle elles se fixent par le biais d’une interaction avec un récepteur qui peut étre une
protéine, un peptide, ou un carbohydrate ; ou avec un lipide en absence de récepteurs. La
concentration des monomeres a la surface de la membrane cellulaire, favorise I’oligomérisation
des unités monomériques de la toxine en une structure cylindrique qui parvient a s’insérer dans

la membrane pour y former un pore.
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Figure 2 - Schéma représentatif des étapes de formation d'un pore par une PFT. Les
monomeres sont sécrétés par les bactéries sous une forme soluble inactive. Les monomeres se
lient ensuite a la membrane, ce qui entraine son activation. Cela est suivi de la pré-formation
de pores (1) ou de I'insertion de pores dans la membrane (2). Enfin, I'assemblage final conduit
a l'existence d'un pore stable inséré dans la membrane de lipides. (Adaptée de [70]).

De nombreuses PFTs ont été utilisées comme des nanopores pour la détection de divers
analytes.

Parmi les a-PFTs, on peut citer 1’actinoporine Fragaceatoxin (FraC) produite par certaines
anémones de mer [74], ou la cytolysine A (ClyA) produite par Escherichia coli et certaines
souches de Salmonella enterica [75]. Parmi les B-PFTs, on peut citer 1I’a-hémolysine produite
par Staphyloccocus aureus [76], 1’aérolysine produite par Aeromonas hydrophila [23,77], ou la

lysénine produite par Eisenia fetida [78,79] et qui est un membre de la famille des aérolysines.

L’a-hémolysine est a ce jour la toxine qui a été la plus utiliseée comme nanopore biologique
pour la détection électrique de molécules uniques. Elle posséde une structure trés proche du
nanopore d'aerolysine que nous avons utilisé. Pour ces raisons, la structure de I'a-hémolysine
est detaillée ci-dessous. Les informations concernant la structure et les propriétés du pore

d’aérolysine seront présentées dans la partie n°3 de ce chapitre.

La toxine a-hémolysine est synthétisée sous la forme de monomeres solubles de 33,2 kDa qui
s’oligomérisent sous la forme d’un heptamére pour former un pore de 232,4 kDa [80]. La
structure tridimensionnelle de 1’a-hémolysine a été déterminée par cristallographie aux rayons

X en 1996 avec une résolution de 1,9 nm [76]. D’apres ces travaux, le pore mesure un total de
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10 nm de largeur et de 10 nm de longueur (Fig. 3). Le canal adopte une forme semblable a celle
d’un champignon ou deux parties sont distinguées : un chapeau constitu¢ d’un vestibule d’un
diamétre relativement large de 3,6 a 4,6 nm qui facilite la capture des macromolécules ; et un
grand segment transmembranaire correspondant a une structure en tonneau béta d’une longueur
de 5,2 nm et d’un diamétre de 2,6 nm (Fig. 3). Une zone de constriction présente entre ces deux
segments présente un diametre de 1,4 nm, et constitue une barriére pour la translocation
d’analytes qui peut étre surmontée en appliquant une différence de potentiel suffisamment
grande [81-83]. Le chapeau du pore est hautement chargé alors que 1’intérieur du tonneau béta
est constitué¢ de résidus polaires non chargés, a I’exception de la constriction au niveau de
laquelle sont retrouvés des anneaux de résidus d’acide glutamique et de lysine, et a la sortie du
canal ou sont retrouvés des anneaux de résidus de lysine et d’acide aspartique [76,84]. Le canal
présente une légere sélectivité aux anions et une rectification du courant dans le sens des anions,
c’est-a-dire correspondant a une plus grande quantité de courant conduite sous I’action d’une

tension électrique positive [76,84].

L'analyse de molécules uniques par nanopore a beaucoup été étudiée avec l'a-hémolysine
depuis les deux articles pionniers [1,85] sur la détection de molécules d’ADN [1], et d’ions
métalliques [85], qui ont ouvert la voie vers I'é¢tude d'autres analytes avec ce nanopore tels que

de petites molécules, des peptides, des polymeres organiques, des protéines, des enzymes.

Des caractéristiques spécifiques de ce nanopore expliquent son succes pour l'analyse de
molécules uniques. Premic¢rement, le pore présente une structure stable qui ne contient aucune
partie mobile, le rendant idéalement adapté pour détecter et caractériser des molécules avec
précision. En effet, la structure du pore permet d'avoir une conductance unitaire qui correspond
a un niveau de courant constant au cours du temps, ce qui facilite la détection des blocages
engendrés par l'analyte ; bien que dans certaines conditions (e.g faibles concentrations
ioniques), le courant peut cependant fluctuer [86]. Deuxiémement, 1'a-hémolysine ne présente
aucune capacité intrinseque a se lier spécifiquement a des analytes. Cette spécificité peut
néanmoins étre apportée par I’introduction de modifications génétiques ou chimiques [54].
Enfin, le pore présente une bonne stabilité a des températures proches de 100°C et dans une

large gamme de pH (pH 2-12) [87], mais €galement en présence d’agents chaotropiques [88].

Bien que le nanopore d'a-hémolysine soit répandu pour I'analyse de nombreuses molécules,

l'utilisation de celui-ci s'est trouvée limitée par son diamétre interne (environ 1,4 nm).
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Pour prendre l'exemple de 'analyse de I' ADN, I'a-hémolysine permet de transporter une chaine
d'ADN simple brin, alors qu'une chaine double brin est trop large pour entrer dans le pore. De
plus, la longueur du tonneau béta du pore n'est pas adaptée pour atteindre une précision de
détection d'un nucléotide individuel pour la lecture d’une séquence d’ADN par un nanopore. Si
I’on consideére également lI'exemple de 1'analyse des protéines, le diamétre interne de 1'a-

hémolysine n'est pas toujours adapté a l'entrée de certaines protéines natives.

Pour contourner les limitations rencontrées avec 1’a-hémolysine, d'autres PFTs ont été utilisées,
comme la toxine ClyA qui présente un diamétre plus large que le nanopore d'a-hémolysine et
qui s'est révélée étre plus adaptée a l'analyse de larges protéines [89] ; ou la toxine FraC, qui au
contraire de I'a-hémolysine, présente une région transmembranaire structurée en hélices alpha
avec un large vestibule, suivi d'une zone de constriction dont le diametre est modulable par
mutation génétique [90,91], ce qui a permis de transporter des doubles brins d'ADN avec ce

nanopore [92].

D'autres types de nanopores biologiques présentés a la suite ont également été utilisés pour

contourner certaines limitations rencontrées avec le nanopore d'a-hémolysine.

d) Les porines

Les porines [93] sont des canaux ioniques de diametre nanométrique qui représentent les
composants majoritaires de la membrane extérieure (Outer membrane protein, Omp) des
bactéries a Gram-négatif a double membrane [94-96], et qui sont également retrouvés chez les
mitochondries et les plastes. Les porines sont classées selon leurs propriétés de transport, ou
bien selon leur assemblage structural. Concernant les propriétés de transport [94,97] on
distingue : (1) les porines aux propriétés générales de diffusion (e.g OmpF, OmpC, PhoE) qui
assurent la diffusion non spécifique de molécules hydrophiles (< 600 Da), et de certains ions
avec une légere sélectivité ; et (i1) les porines aux propriétés de diffusion spécifique par exemple
de sucres comme la maltrodextrine (e.g LamB), de nucléosides (e.g Tsx), ou de métaux (e.g
FhuA, BtuB). Concernant leur assemblage, les porines sont généralement constituées de 8 a 24
brins béta qui sont structurés sous la forme d’un tonneau béta. Les tonneaux béta formés
s'assemblent sous la forme de monomeres (e.g MspA, OmpG, FhuA), ou sous la forme de

trimeéres (e.g OmpF).

Parmi les porines les plus célebres pour leur utilisation comme nanopores pour la détection

d'analytes, on peut citer OmpF [98—102] et OmpC [101-104] qui ont plus particuliérement été
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utilisées comme nanopores pour 1'étude du transport d'antibiotiques [96,98,99,105], OmpG
[106,107], FhuA [108], LamB [109], NfpA et NfpB [110], la MspA [111], ou encore le VDAC
[112—114] d'origine mitochondriale [115].

La porine MspA produite par Mycobacterium segmatis a suscité un trés grand intérét dans le
développement du séquencage de I’ADN par nanopore [111]. La MspA se présente sous la
forme d'un octameére organisé¢ en tonneau béta dont la zone de sensibilité présente des
dimensions plus adaptées que celle de 1'a-hémolysine (Fig. 3) dans I’optique d’atteindre une
précision de lecture d'une base nucléotidique, comme présenté plus loin dans la section

consacrée au séquengage d'ADN par nanopore (chapitre n°1, 1.3.2, b).

On peut également citer le canal CsgG responsable de la sécrétion de protéines amyloides chez
la bactérie Escherichia coli [116-118]. Le pore CsgG forme un canal structuré en un tonneau
béta a 36 brins, de 4 nm de large, et qui présente une constriction d’environ 1,2 nm de large et
2 nm de longueur située en son centre [119] (Fig. 3) qui aurait notamment permis a l'entreprise

Oxford Nanopore Technologies de l'utiliser pour le séquencage d'ADN par nanopore [120,121].

Une limitation majeure connue a l'utilisation des porines concerne la lumicre de ces pores qui
peut contenir des boucles peptidiques flexibles qui sont a 1'origine de fluctuations du courant
mesurées en absence d’analytes (gating) [122], qui peut étre surmontée par l'introduction de

mutations génétiques [123,124].

e) Viral portal protein

Enfin la derniére catégorie de nanopores biologiques que I'on décrira ici correspond a celle des
canaux protéiques d’origine virale. On prendra plus particuliérement ici I'exemple du canal du

phi29.

Le bactériophage phi29 est un virus a ADN double brin qui infecte les bactéries et dont le
génome est contenu dans une procapside préformée [125-128]. Le virus utilise un moteur a
ATP pour encapsuler son génome dans sa capside nanométrique, et assemble des canaux
nanométriques pour transporter son génome pendant la réplication. Le moteur d'empaquetage
de I'ADN du bactériophage phi29, qui permet a I' ADN double brin d'entrer dans le virus pendant
la maturation, et de sortir pendant une infection, contient une protéine de connexion
(connecteur) qui forme un canal d'une largeur comprise entre 3,6 et 6 nm et qui est un

composant essentiel du moteur. Le connecteur est dodécamérique, c'est-a-dire qu'il est composé
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de douze sous-unités de la protéine gpl0, qui s'assemblent en un canal avec une section

transversale servant de chemin pour la translocation de I’ADN double brin [129-131].

Le connecteur est parvenu a €tre inséré avec succes dans une bicouche de lipides et a montré la
possibilité d'étre utilis€ comme un nanopore biologique pour la détection a 1'échelle de la
molécule unique [132,133]. L'utilisation du moteur phi29 comme nanopore pour la détection
d'ADN a été montré en 2009 [132]. Le diametre interne du canal est de 3,6 nm pour la partie la
plus étroite et de 6 nm pour la partie la plus large (Fig. 3) ce qui fait de ce nanopore I’un des

pores biologiques les plus larges [129,130].

En comparaison a d'autres nanopores biologiques comme 1'a-hémolysine et la MspA, le pore
phi29 présente un plus large diametre qui permet l'entrée de molécules d'ADN simple brin et
double brin [132—-137]. Par ailleurs, au contraire de nombreux autres nanopores biologiques, la

structure du pore formée par le phi29 ne correspond pas a un tonneau béta.

Plus récemment, un autre canal d’origine viral, le connecteur du thermophage G20c est parvenu
a étre utilisé comme un nanopore biologique inséré dans une membrane de lipides pour la

détection de molécules de cyclodextrine [138].
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Figure 3 - Représentation de quelques nanopores biologiques communément utilisés.
Structure et dimensions des pores ClyA, a-hémolysine, MspA, CsgG, et Phi29 (PDB :
respectivement 2WCD, 7AHL, 1UUN, 4Q79, 1FOU). De gauche a droite : la troisieme et la
quatriéme colonne montrent respectivement une vue de haut et une vue de face de chaque pore
représenté selon sa composition en structures secondaires, et avec chaque monomere
constitutive d 'un pore représenté par une couleur donnée.. La cinquieme colonne montre une
coupe frontale des différents pores qui sont représentés selon leur distribution de charge, avec
une indication de leurs dimensions. (Adaptée de [139]).
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1.2.2 Autres catégories de nanopores

Les nanopores biologiques sont historiquement les premiers a avoir été utilisés pour la détection
¢lectrique de molécules. Un de leurs plus grands avantages est une trés grande reproductibilité
en termes d'assemblage ce qui permet d'obtenir des nanopores de dimensions, de géométrie, et
de structure chimique controlées. Ce paramétre est important pour obtenir des mesures précises
et reproductibles. Les nanopores peuvent ¢galement étre modifiés  génétiquement,
chimiquement, ou étre combinés a des moteurs enzymatiques. L'utilisation des nanopores
biologiques est plutdt facile a mettre en ceuvre et peu colteuse. Une fois insérés dans la
membrane, certains nanopores présentent une grande stabilité et peuvent y rester plusieurs
heures. Les membranes de lipides reconstituées in vitro sont également résistantes a l'insertion
du pore et a des tensions électriques pouvant aller jusqu'a une centaine de millivolt. Néanmoins,
elles peuvent se rompre spontanément au cours de l'expérience. De plus, les pores protéiques
de par leur structure chimique sont connus pour étre sensibles aux parameétres physico-
chimiques tels que la température, le pH, la force ionique, la tension ¢€lectrique, ou encore la
présence d’un agent chimique dénaturant. Enfin, les pores qui existent dans la nature présentent
des diametres compris entre moins de 1 nm a environ 5-7 nm pour les pores protéiques les plus
larges, ce qui peut €tre limitant pour I’analyse d’objets plus volumineux (> 10 nm) [140]. Une
solution proposée a ce probléme est I’utilisation de molécules, comme un polymere synthétique
[141,142], un disaccharide [143], une protéine kinase inhibitrice de peptides [144], ou d’un
aptamere [145], qui, attachées a l'entrée d'un nanopore, ont permis de détecter des protéines
trop volumineuses pour atteindre la lumieére d'un nanopore comme celui de 1'a-hémolysine,

dans certains cas a des concentrations de I'ordre du nanomolaire.

a) Les nanopores solides

\

Les nanopores solides (Fig. 4) ont été développés par la suite en alternative a certains
inconvénients rencontrés avec les nanopores biologiques. Les nanopores solides sont des trous
de diamétre nanométrique obtenus a partir du percage de membranes artificielles, par un
faisceau d’ions [146], par un faisceau d’électrons [147], ou par claquage diélectrique [148],
dans des matériaux de nature organique ou inorganique [149—151], et d'épaisseur pouvant varier
de quelques nanometres a plusieurs micromeétres. La nature du matériau utilisé dépend des
dimensions, de la géométrie, et des propriétés du nanopore souhaité, qui sont directement en
lien avec I’application recherchée [151]. Parmi ceux utilisés, on retrouve des matériaux a base

de silicium (SiN, SiO2) [146,147]; d’aluminium (Al2O3) [152] ; de bore (BN) [49] ; de
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molybdéne (MoS;) [153] (Fig. 4) ; de graphéne [154,155] ; de polymeéres (e.g polyéthyléne
tétraphtalate, polyfluorore de vinydiléne, polycarbonate) [156] ; ou encore des matériaux
composites [157—159] afin de combiner différentes propriétés. Le processus de fabrication du
pore dépend également du matériau utilisé et du nanopore recherché. D’une part, les membranes
solides présentent ’avantage d’étre robustes et résistantes aux variations des parameétres
physico-chimiques. D’autre part, les nanopores solides sont fabriqués artificiellement et leurs
dimensions peuvent ainsi étre modulées selon 1’analyse envisagée. Les nanopores solides
connus dans la littérature présentent des diametres compris entre 0,5 nm a plusieurs centaines
de nanometres. Cependant, comme les nanopores solides sont fabriqués artificiellement, ils
présentent au contraire des nanopores biologiques, 1’inconvénient majeur de ne pas présenter
des propriétés de dimensions, de géométrie, et de structures chimiques finement reproductibles
et controlées [151]. Cet aspect est limitant pour pouvoir comparer les résultats d’expériences
indépendantes. Il est également difficile de contrdler I’état de surface [160]. Une alternative a
cette limitation est de fonctionnaliser les nanopores solides (Fig. 4) avec des protéines [149],

des épingles d'ADN [161], des lipides [162,163], ou des polyméres synthétiques [164].

b) Les nanopores hybrides

Les limites rencontrées avec les nanopores biologiques et solides ont mené au développement
de nanopores hybrides qui combinent a la fois les avantages des nanopores biologiques et
solides. On peut citer l'exemple d'un nanopore d' a-hémolysine inséré dans un nanopore solide
de polyéthylene tétraphtalate (PET) recouvert d’une alternance de films minces d’oxide de zinc
(ZnO) et d’oxide d’aluminium (Al,0O3) (Fig. 4) [159,165] ; d'un nanopore de gramicidine A
inséré dans une membrane de polycarbonate [166,167] ; ou encore d’un canal protéique viral

G20c inséré dans un nanopore solide de nitrure de silicium (SiN) (Fig. 1.4) [168].
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Figure 4 - Représentation de quelques exemples de nanopores solides et hybrides. (a) Schéma
d'un nanopore solide percé dans une membrane de MoS; dans lequel une molécule d'ADN est
transportée (gauche), et cliché de microscopie électronique a transmission du nanopore formé
dans la membrane (droite) [153]. (b) Schéma d'un nanopore solide fonctionnalisé par le
recouvrement de sa surface par des épingles d'ADN [161]. (c) Schéma d'un nanopore solide
fonctionnalisé par le recouvrement de sa surface par une bicouche de lipides permettant
I'incorporation de ligands pour le transport sélectif de molécules [162]. (d) Schéma d'un
nanopore hybride correspondant a un pore d'a-hémolysine inséré dans un nanopore solide
[159]. (e) Schéma d'un moteur moléculaire G20c inséré dans un nanopore solide [168].

«—SiN
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1.3 Expériences pionniéres et applications

Les premiéres expériences a I’échelle de la molécule unique associées a un nanopore

biologique, couplé a un systéme de détection €lectrique apparaissent au début des années 80.

\

Comme pour le compteur Coulter, le principe de ces expériences consiste 3 mesurer les
fluctuations ou impulsions du courant, engendrées par le transport et/ou 1’interaction d’une
molécule individuelle dans un canal protéique de diamétre nanométrique, inséré dans une
bicouche de lipides reconstituée manuellement, aussi connu sous le nom de bicouche lipidique
noire (Black Lipid Membrane, BLM) (Fig. 5) [169]. Les caractéristiques des impulsions du
courant (amplitude, durée, et fréquence) dépendent en particulier de la molécule transportée
(nature chimique, conformation, dimensions) et du type d’interaction entre la molécule et le

pore.

< Electrodes

Salt
Bridges

Figure 5 - Schéma représentatif d'un montage expérimental de détection a I'échelle
moléculaire par un nanopore biologique inséré dans une membrane de lipides. Une cuve est
séparée en deux compartiments par une paroi solide. La paroi solide est percée d'un trou de
I'ordre d'une centaine de micrometres reliant les deux compartiments. Deux électrodes sont
plongées dans chacun des compartiments et permettent d'appliquer une tension électrique entre
les deux compartiments et de mesurer le courant résultant (haut). Une bicouche de lipide est
reconstituée manuellement par un dép6t de lipides au niveau du trou micrométrique (milieu).
Un pore de diameétre nanométrique, le nanopore, est inséré dans la bicouche de lipides
préformée. Des molécules ajoutées en solution peuvent étre transportées dans le nanopore
(bas). (Adaptée de [170]).

22



1.3.1 Caractériser des pores avec des polymeres

A la fin des années 80, peu d’informations structurales étaient connues sur les canaux
protéiques. Pour résoudre partiellement ce probléme, les premicres expériences de transport
d’une molécule unique ont été dédiées a la caractérisation des dimensions (diameétre, géométrie)
des pores protéiques. Le principe de cette caractérisation repose sur I’utilisation de certains
sucres (e.g dextrane), ou de polymeéres synthétiques non ioniques comme le polyéthyléne glycol
(PEG) qui est disponible dans une large gamme de masses moléculaires. L’utilisation de
molécules de PEG de rayon de giration inférieur au rayon du pore étudié, et qui sont injectées
dans le pore, entrainerait une diminution de la conductance moyenne du canal. La taille du pore
est ensuite estimée en déterminant le plus gros polymeére pouvant pénétrer dans le pore. Sur ce
principe, plusieurs études ont proposé de caractériser les dimensions de différents nanopores,
comme l'a-hémolysine, en y injectant des chaines de polymeéres de tailles connues et croissantes

[40,171-174].

1.3.2 Caractériser des polymeéres avec des pores
a) Spectrométrie de taille par nanopore

Apres avoir montré que les polymeres peuvent étre utilisés pour sonder la taille des nanopores,
les groupes de Krasilnikov et de Kasianowicz démontrent en 2007 [175], pour la premiére fois,
que les nanopores peuvent €¢galement €tre utilisés pour déterminer avec précision et avec une

haute résolution la taille des polyméres.

Avant cette expérience fondatrice, on peut citer la premiére expérience de détection de petites
chaines de PEG [170,173] transportées a travers un pore d’alaméthicine inséré dans une
bicouche de lipides reconstituée in vitro. Cependant, au contraire du compteur Coulter, 1’entrée
des chaines de PEG dans le pore provoque des changements de conductance et du bruit
¢lectrique traduisant la présence des chaines de polymeéres dans le pore mais n’induisent pas,

par manque de résolution, des impulsions ¢électriques du courant directement mesurables.

La preuve de I’existence du transport et le comptage individuel de molécules a travers un
nanopore n’a été apportée qu’a la fin des années 90 dans le contexte des premieres expériences
d’¢étude de chaines d’ADN qui sont présentées dans la section suivante. Dans le cas des PEGs,
les premiéres impulsions résistives visibles et résolues avec des temps de séjour caractéristiques
de l'ordre d’une dizaine de millisecondes ont été¢ montrées par O. Krasilnikov, C. Rodrigues, et

S. Bezrukov [176] en utilisant une concentration quasi saturante de chlorure de potassium (KCI)
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a une concentration de 4 mol/L (4 M). Immédiatement apres, J. Kasianowicz, O. Krasilnikov,
et leurs collégues, ont démontré que les amplitudes des impulsions résistives pouvaient étre
utilisées pour construire des "spectres de masse" avec une résolution de monomeéres uniques
(Fig. 6), permettant l'identification d'especes moléculaires d'une taille donnée dans un mélange
[175]. Cette expérience fondatrice, initialement appelée « spectrométrie de masse » a 1'échelle
de la molécule unique par nanopore (Nanopore-based Single Molecule Mass Spectrometry, Np-
SMMS) a plus tard été renommée « spectrométrie de taille » a 1'échelle de la molécule unique
par nanopore (Nanopore-based Single-Molecule Size-Discrimination, Np-SMSD) [177], car la
profondeur de 1'impulsion résistive fournit des informations plutot sur la taille que sur la masse

de la molécule.
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Figure 6 - Discrimination en taille de polymeres synthétiques avec le nanopore d’a-
hémolysine. (a) Schéma d'un montage expérimental montrant un nanopore d'a-hémolysine
inséré dans une bicouche de lipides, avant et aprés I'ajout d'une solution polydisperse de PEG
de masse molaire 1500 g/mol. L'ajout des molécules de PEG du cété cis (chapeau) du nanopore
dans une solution ionique de KCI 4M, Tris 5mM, pH = 7,5, entraine I'apparition de blocages
du courant ionique, de durées de I'ordre d'une a plusieurs milliseconds, sous I'action d'une
tension électrique de +40 mV. (b) Portion d'une trace du courant en fonction du temps (gauche)
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et histogramme du nombre de points en fonction du courant ionique (gauche) dans le cas de
I'analyse d'une solution polydisperse (haut) ou monodisperse (bas) de PEG (1500 g/mol) a
travers le nanopore d'a-hémolysine. Les histogrammes mettent en évidence la nature
monodisperse ou polydisperse de I'échantilllon a chaque fois en reflétant la présence,
respectivement d'une population étroite. Cette population reflete /’existence de blocages du
courant d'un amplitude caractéristique qui est reproduite un grand nombre de fois (une
population additionnelle est observée correspondant a des événements causés par des
impuretés présentes dans la solution de PEG), et d’une population de base plus large
representative d'événements de blocage du courant aux amplitudes multiples correspondant
aux différentes longueurs de polyméres préesentes en solution. Cela indique que le nanopore
d'a-hémolysine permet la discrimination de polyméres de masses ou de tailles différentes. (c)
Distribution du courant relatif résiduel (I/lopen) (haut) en comparaison avec une spectre de
masse MALDI-TOF (bas) obtenue dans le cas de I'analyse d'une solution polydisperse de PEG
(1500 g/mol) ajoutée du c6té Cis du nanopore d' a-hémolysine. Les valeurs les plus grandes de
I/lopen correspondent aux polymeéres de plus petites masses et vice versa. La superposition de
I'histogramme de I/lopen dans le cas de I'analyse d'une solution monodisperse de PEG 1294
g/mol (29 monomeres) et la comparaison au spectre de masse MALDI-TOF permettent
d'attribuer une masse a chaque polymeére et de voir que I'histogramme permet de discriminer
les espéces de la solution polydisperse avec une différence d'un monomeére. (Adaptée de [175]).

En 2001, Vercoutere et al. propose I’utilisation du nanopore d’a-hémolysine dans une
configuration classique pour I’analyse d’épingles d’ADN constituées de trois a huit nucléotides
(Fig. 7) [178]. Les données obtenues ont été analysées par un programme qui leur a permis de
mettre en évidence 1’existence de niveaux de courant moyen spécifiques de chacune des
longueurs d’épingles d’ADN analysées qui sont distinguables sur les histogrammes construits,

et de conclure ainsi a 1’obtention d’une résolution de discrimination d’un nucléotide.
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Figure 7 - Discrimination de molécules d’ADN en épingles a cheveux (DNA hairpin) avec
une résolution d’une paire de base, obtenue avec le nanopore d’a-hémolysine. Nuages de
points représentatifs de la distribution du courant relatif 1/lo en fonction de la durée des
blocages du courant dans le cas de I'analyse d'épingles d'ADN de 3, 4, 5, 6, 7, et 8 paires de
bases ajoutées du cote cis (chapeau) de I'a-hémolysine, sous /’action d’une tension électrique
de +120 mV appliguée en trans, et dans une solution de KCI 1M, et a température ambiante.
Les épingles d'’ADN de différentes longueurs sont discriminables par leur niveau de courant
résiduel 1/lo, et présentent des durées de blocage du courant de plus en plus grandes avec
I'augmentation de la longueur de la molécule. (Adaptée de [178]).

b) Séquencage des acides nucléiques par nanopore

Apres avoir observé que des canaux protéiques comme celui d’a-hémolysine peuvent étre
maintenus ouverts et stables dans des bicouches de lipides, et qu’il est possible de suivre en
temps réel le transport de molécules comme des polymeres de PEG dans un nanopore ; les
études se sont tournées vers |’utilisation du nanopore d’ a-hémolysine pour I’analyse des acides

nucléiques.

Dans cette expérience fondatrice, 1’objectif des auteurs était d’analyser des homopolyméres
simple brin d’ADN (poly-A, acide poly-Adénylique) et d’ARN (poly-U, acide poly-Uridylique)
en présence d’un nanopore d’a-hémolysine inséré dans une bicouche lipidique [1]. L addition
des brins monocaténaires d’ADN et d’ARN montrent I’apparition immédiate de nombreux
blocages transitoires du courant d’une durée moyenne de 1’ordre de la milliseconde survenant
sous I’action d’une tension électrique négative (-120 mV) (Fig. 8). Au contraire, 1’addition de
doubles brins des mémes homopolymeres d’ADN et d’ARN n’a pas donné lieu a I’observation
de blocages du courant, indiquant que les molécules bicaténaires ne sont pas transportées dans

le pore, probablement en raison du diametre de la constriction de 1’a-hémolysine [76].
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Figure 8 - Détection du transport d’homopolyméres simple brin d’ADN avec le nanopore
d’a-hémolysine. Evolution du courant ionique mesuré a travers un nanopore d'a-hémolysine
inséré dans une bicouche lipidique sous I'action d'une tension électrique de -120 mV en cis,
avant et apres I'addition d'homopolymeéres d'uracile (poly[U]) d'une longueur de 210 bases
nucléotidiques du c6té cis du nanopore et insert montrant deux événements de blocage du
courant typiques. (Adaptée de [1]).

Les auteurs ont démontré, par amplification PCR (Polymerase Chain Reaction) que les
impulsions du courant observées lors de 1’analyse des simples brins d’ADN et d’ARN
correspondent & la translocation des molécules, c’est-a-dire a leur passage du compartiment
initial dans lequel elles ont été ajoutées, vers le compartiment opposé, via leur passage par le
nanopore. D’une part, ils ont observé que la durée moyenne de séjour des ARN (poly-U) dans
le pore augmente de facon proportionnelle a la longueur de la chaine, et de fagon inversement
proportionnelle a la tension électrique appliquée ; ce qu’ils ont interprété comme le transport
des homopolymere d’ARN dans le pore dans une conformation linéaire. D’autre part, ils ont
déterminé par PCR que le nombre de blocages du courant ionique compté correspond au
nombre de chaines simple brin d’ADN ayant transloqué et ont confirmé que seuls les ADN
simple brin étaient transportés dans le nanopore. Ces résultats ont fourni la premiére preuve
convaincante que les homopolymeres d’acides nucléiques monocaténaires sont transportés par

électrophorese sous 1’action d’un champ électrique dans un canal protéique nanométrique.

La démonstration expérimentale de la détection de la translocation d'homopolyméres
individuels d'ADN et d'ARN linéaires était la premiére étape suggérant que les nanopores

pourraient étre utilisés pour réaliser le séquencage des acides nucléiques.

27



L'intérét de développer un séquencage des acides nucléiques par nanopore, en plus d’apporter
la précision et la sensibilité liées a la mesure en molécule unique, permettrait de limiter les
étapes de préparation d’échantillon comme I’utilisation d’enzymes durant les différentes étapes
d’amplification et de clonage. De plus, le principe de la technique permet de s’affranchir de
I’utilisation de marqueurs fluorescents pour détecter la molécule. Au moins pour ces raisons,
I’utilisation de la technologie des nanopores pour le séquencage des acides nucléiques
permettrait de réduire le colt de 1’analyse en comparaison a des techniques plus traditionnelles

comme la méthode de Sanger.

Néanmoins, de nombreuses autres expériences étaient nécessaires avant de parvenir a prouver

la faisabilité du sequencage des acides nucléiques par nanopore.

Ces travaux pionniers ont toutefois permis d’établir les premiéres conditions indispensables a
la réalisation du séquengage des acides nucléiques par nanopore, dont I’une d’elle consiste en
ce que chacune des bases nucléotidiques (A, T, C, G, et U) puisse étre détectée individuellement
et fournisse une signature €lectrique spécifique en termes d'amplitude de blocage du courant.
Naturellement, la prochaine question importante était donc de savoir si le nanopore d'o-

hémolysine permettrait d’identifier les différentes bases nucléotidiques.

Pour répondre a cette question, des auteurs ont réalisés dans un premier temps des expériences
de comparaison d’homopolymeres d’adénine (poly-A), de cytosine (poly-C), ou d’uracile
(poly-U), de mémes longueurs [179]. Les résultats ont montré que les brins de poly-A et de
poly-C de mémes longueurs, sont distinguables a la fois par ’amplitude et la durée moyenne
des blocages du courant qu’ils provoquent (Fig. 9). Les brins de poly-U ne sont eux
distinguables des brins de poly-A et de poly-C que par le critere du niveau d’amplitude. Les
auteurs ont conclu que 1I’a-hémolysine peut étre utilisé pour distinguer les homopolymeres
d'ARN soit uniquement sur la base de leur amplitude du blocage du courant (poly-C contre
poly-A ou poly-U), soit sur la base de leur durée et de leur amplitude de blocage du courant
(poly-A contre poly-U). Il a également été observé que bien que 1’adénine soit plus volumineuse
que la cytosine, celle-ci engendre des blocages du courant dont I’amplitude est moins profonde.
En termes de temps de résidence dans le pore, le poly-C passe moins de temps dans le pore que
le poly-A qui est pourtant de la méme longueur ce qui suggere que le pore d’ a-hémolysine
détecte plusieurs bases en méme temps et renseignerait sur les structures différentes que

peuvent adopter les polynucléotides.
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Dans un second temps, une autre expérience a consisté a synthétiser un oligomere de 100
nucléotides composé de 70 cytosines suivies de 30 adénines [179]. L analyse de I’oligomeére
avec le nanopore d’ a-hémolysine a révélé I’apparition de blocages du courant composés
systématiquement de deux niveaux de courants distincts. Il s’est cependant avéré que les
variations des niveaux de courant observées au sein des blocages n'étaient pas liées aux
propriétés des différentes bases nucléotidiques individuelles, mais plutdt au fait que la partie de
I’oligomére contenant les nucléotides de cytosine, forme une hélice simple brin de diamétre
étroit qui peut passer a travers 1I’a-hémolysine sous cette forme, alors que la partie de
I’oligomére contenant les nucléotides d’adénine, forme une hélice de plus grand diamétre qui

doit étre au préalable déroulée pour que le brin unique puisse se déplacer dans le pore.
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Figure 9 - Discrimination d’homopolyméres d’ADN et d’ARN avec le nanopore d’a-
hémolysine. Portion d'une trace de courant dans le cas de I'addition d’homopolymeres
d'adénine (poly-A), d'uracile (poly-U), ou de cytosine (poly-C), ajoutés dans une solution
ionique de KCI 1 M, HEPES 5mM, pH 7,5, en présence d'un pore d'a-hémolysine inséré dans
une bicouche de lipides, et sous I'action d'une tension électrique de +120 mV. Le poly-A et le
poly-C sont chacun caractérisés par des blocages du courant de deux niveaux d’amplitude
différents, alors que le poly-U ne présente des blocages du courant que d'un niveau d 'amplitude
caractéristique. (Adaptée de [179]).

Ces résultats ont été confirmés et améliorés par un autre groupe [180]. Dans ce travail, les
auteurs montrent que des homopolymeres d’ADN d’adénine (poly-A) et de cytosine (poly-C)
de mémes longueurs (100 nucléotides) peuvent tre distingués par trois parameétres statistiques
des blocages du courant mesurés qui sont I’amplitude moyenne, la durée moyenne, et la
dispersion autour de la durée moyenne. Un critére important identifi¢é pour obtenir de la

discrimination concerne la longueur de la chaine d’ADN analysée, qui lorsqu’elle devient

inférieure a la longueur du pore, entraine une perte de la discrimination.

Ces travaux qui ont montré la possibilit¢ de transporter des homopolymeéres d’une centaine de

nucléotides avec le nanopore d’a-hémolysine, et de les distinguer selon la nature chimique des
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nucléotides qui les composent, ont donné lieu par la suite a de trés nombreuses études proposant

des stratégies de séquengage de I’ADN.

Deux approches ont été proposées pour déterminer la séquence d'un acide nucléique a travers
un nanopore : (i) la lecture de la séquence d'un brin d'ADN dépli¢ au cours de sa translocation
a travers le nanopore ; ou (ii) la lecture de la séquence d'un brin d'ADN déplié et clivé base par

base a l'entrée d'un nanopore.

(i) Lecture de la séquence d'un ADN déplié a travers un nanopore

La premicre méthode propose d'utiliser le nanopore comme une téte de lecture permettant de
lire en temps réel la séquence d'un simple brin d'ADN dépli¢ au cours de son passage a travers
le nanopore (Fig. 10). Le transport unidirectionnel progressif du brin dans le nanopore
permettrait de lire, base par base, la séquence de I’ADN (Fig. 10). Bien qu’en théorie l'idée était
prometteuse, les chercheurs se sont heurtés a plusieurs difficultés pour obtenir le séquencage

de I’ADN avec la technologie des nanopores.
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Figure 10 - Représentation schématique du principe de lecture séquentielle d’une chaine
d’ADN dépliée a travers un nanopore. (2) Un nanopore biologique est inséré dans une
bicouche de lipides. Une chaine dépliée traverse le nanopore. (b) Courant électrique en
fonction du temps associé au schéma (a) montrant le courant correspondant au pore vide a un
premier niveau, le courant correspondant a la chaine qui entre dans le pore et le traverse, et
le courant correspondant a la détection de chaque monomeére de la chaine lors de son passage
dans la zone de sensibilité ou de lecture du nanopore.

D'une part, une des premicres difficultés rencontrées concerne la vitesse de passage du brin a
travers le nanopore qui est trop rapide pour permettre la détection de chaque base nucléotidique
avec une résolution temporelle suffisante. Les premieres tentatives de lecture d’une séquence
d’ADN par nanopore ont montré que la vitesse de translocation d’un polynucléotide a travers

un nanopore est de ’ordre de 1 a 10 ps par base [1], ce qui est bien en-dessous de la résolution

temporelle proposée par les dispositifs de détection commercialisés. Le controle de la vitesse
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de translocation d’un brin d’ADN a travers un nanopore est devenue indispensable a 1'obtention
d'une résolution de lecture d’un nucléotide pour parvenir a séquencer un brin d’ADN par

nanopore.

D’autre part, une autre difficulté concerne la discrimination des bases nucléotidiques pour
lesquelles les amplitudes électriques mesurées sont trop proches pour étre distinguées et

permettre une lecture précise de la séquence.

Pour essayer de ralentir la dynamique du transport d'un brin d'ADN a travers un nanopore,
certaines stratégies ont consisté a diminuer la température de 1’¢lectrolyte [ 180], ou a augmenter
la viscosité de I’¢électrolyte [181]. D’autres stratégies ont consisté a faire des modifications des
nanopores en y introduisant des modifications génétiques [111,182,183] et en les associant a

des adaptateurs moléculaires [184-186], ou a des moteurs moléculaires [187-189].

Les travaux les plus célébres dans ce sens concernent l'utilisation d'un moteur moléculaire

associé¢ a un nanopore biologique pour contrdler la translocation d'un brin d'ADN.

Parmi ceux-1a, on peut citer les travaux du groupe de Mark Akeson [187,190—192] dans lesquels
les auteurs proposent d’utiliser comme moteur moléculaire, une polymérase (fragment Klenow
de I’ADN polymérase I de Escherichia coli (KF) [187,190], ADN polymérase du bactériophage
T7[187,190], ADN polymérase du phi29 [191,192]), qui associée a I’a-hémolysine, permettrait
de controler et de réduire la vitesse de translocation d’un brin d’ADN a travers le nanopore
[187]. La polymérase peut se lier a la fois a une amorce d'’ADN et au polynucléotide a
séquencer. L’extrémité libre du polynucléotide entre dans le pore et entraine avec lui le
complexe formé qui est stabilisé a 1’entrée du pore. A chaque nouveau cycle, la polymérase
ajoute une base au niveau de I’ADN localisé en dehors du pore, et permet en méme temps de

faire avancer le polynucléotide a s€quencer dans le pore base par base.

Les meilleurs résultats basés sur cette approche ont été obtenus avec 'ADN polymérase du
phi29 [191,192]. Une premicre étude a montré que la polymérase permet de faire avancer le
brin d’ADN dans le nanopore a une vitesse d’une centaine de nucléotides par seconde (10
millisecondes/nucléotide) ; ce qui correspond a réduire la vitesse de translocation de I’ADN de
quatre ordre de grandeur par rapport a I’ADN qui transloque librement a travers un nanopore
d’a-hémolysine [191]. Une deuxiéme €tude est parvenue a ralentir la vitesse de translocation
de 2,5 a 40 nucléotides par seconde (25 a 400 millisecondes/nucléotide), ce qui devrait étre

compatible avec le séquencage [192]. Néanmoins, les auteurs de cette derniere étude n'ont pas
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été en mesure d'associer directement les niveaux de courant mesurés a des nucléotides

individuels [192].

Un autre parameétre important qui entre en jeu pour atteindre une résolution de lecture d'un
nucléotide et son identification, est le nanopore utilisé. Les études précédentes étaient toutes
basées sur 1’utilisation du nanopore d’a-hémolysine trés célébre en raison de sa stabilité et de
sa facilit¢ a étre manipulé, notamment pour y introduire des modifications génétiques.
Cependant, comme mentionné précédemment, ce nanopore en raison de sa structure, n'est pas
le meilleur candidat pour déterminer la contribution spécifique de chacun des nucléotides lors
de la lecture d’une séquence. Le nanopore présente une structure en tonneau béta dont la zone
de lecture (ou zone de sensibilité) correspond a une longueur de 5,2 nm (Fig. 11) qui permettrait

d'accueillir simultanément environ 12 nucléotides [193].

Pour ces raisons, les recherches se sont tournées vers 1’utilisation d’un autre nanopore, la porine
MpsA de Mycobacterium smegmatis qui présente une structure [194] qui convient mieux a la
lecture d'une chaine d'ADN avec un nanopore. En effet, le nanopore dispose d’une zone de
lecture d'une longueur d’environ 0,5 nm pour un diameétre d’environ 1,2 nm (Fig. 11), plus
courte que celle de I’a-hémolysine. Les dimensions de cette zone seraient plus appropriées pour
s’approcher de la résolution de lecture d’une base individuelle car cela permettrait d’y
accommoder un plus petit nombre de nucléotides (environ 4) et permettrait ainsi de se soustraire
des signaux parasites provenant des nucléotides environnants a celui que l'on souhaite

identifier.

Membrane

Sensing
region

Figure 11 - Schéma représentatif des nanopores biologiques MspA et a-hémolysine et de
leurs zones de sensibilité. La zone de sensibilité (ou de lecture) de la MspA est plus courte (0,5
nm) que celle de I'a-hémolysine (5,2 nm). (Adaptée de [195]).

Les travaux de Gundlach ef al. ont démontré que des mutants de la MspA [111] permettent de
distinguer les quatre bases nucléotidiques de simples brins d’ADN et d’obtenir des différences

d’amplitudes du courant significativement plus grandes entre les bases en comparaison au

32



nanopore d’a-hémolysine. Cela a notamment été réalis€ grace a I’utilisation du moteur
moléculaire phi29 en association avec la MspA (Fig. 12) [188,189,196]. Cette configuration a
permis d’obtenir des blocages du courant d’une durée moyenne d’une trentaine de
millisecondes par nucléotide, avec des différences d’amplitudes allant d’environ 20 a 50 pA, et
a permis d’atteindre une longueur de lecture allant jusqu'a 4,5 kilobases [189]. Malgré
I’avantage apporté par la MspA, les niveaux de courant mesurés avec cette méthode ne reflétent
toujours par le signal d’un nucléotide individuel. Cette technique qui propose de combiner la
polymérase du phi29 et le nanopore MspA a néanmoins donné les meilleurs résultats en termes

de résolution et a été exclusivement reprise par Illumina [197].

Figure 12 - Représentation schématique du principe de contréle du transport d’une chaine
d’ADN par nanopore assisté par un moteur moléculaire. Un nanopore biologique, la MspA,
est inséré dans une bicouche de lipides. Une molécule d’ADN double brin est capturée par un
moteur moléculaire, /’ADN polymérase du Phi29, positionnée a [’entrée du nanopore. Le
moteur moléculaire permet de dérouler I’4ADN et de contr6ler le transport d 'un simple brin de
cet ADN le long du pore pour la lecture de sa séquence au niveau de la zone de constriction
située en partie inférieure du pore. (Adaptée de [189]).

(ii) Lecture de la séquence d'un brin d’ADN séquentiellement clivé a I'entrée d'un pore

En alternative a l'utilisation des moteurs moléculaires, une autre méthode de séquencage des
acides nucléiques par nanopore a été proposée. Dans cette configuration, une exonucléase
positionnée a l'entrée du nanopore clive un par un les nucléotides du brin d’ADN déplié. Chaque
base migre ensuite individuellement vers 1’intérieur du nanopore ou elle est détectée par la
mesure d'une impulsion du courant dont I’amplitude est spécifique de la nature chimique de la

base nucléotidique (Fig. 13).

Pour cela, une premicre condition nécessaire a la mise en place de cette approche est de pouvoir

détecter la présence d'une particule aussi petite qu'un nucléotide individuel en comparaison au
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diametre du nanopore, c’est-a-dire que sa présence dans le nanopore engendre une impulsion
du courant d’amplitude et de durée suffisamment résolues pour que la molécule puisse étre
détectée. La deuxieme condition est de pouvoir distinguer les impulsions du courant engendrées
par les différentes bases nucléotidiques. Pour cela, deux approches ont été proposées. La
premicre propose de fixer un élément (adaptateur moléculaire) dans le nanopore auquel pourrait
se lier le nucléotide. La deuxiéme propose d'augmenter le volume du nucléotide en le liant a
une chaine de polymeére dont la longueur est spécifique de la nature chimique de la base

nucléotidique.

a) .. ... ?)enzyme b) Current
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Figure 13 - Représentation schématique du principe de lecture séquentielle d’une chaine
d’ADN clivée base par base a I’entrée d’un nanopore. (a) Un nanopore biologique est inséré
dans une bicouche de lipides. Une chaine dépliée prés de /’entrée du nanopore est clivée a son
extrémité par une enzyme, base par base. (b) Courant électrique en fonction du temps associé
au schéma (a) montrant le courant correspondant au pore vide a un premier niveau, et le
courant correspondant aux bases présentes individuellement dans le nanopore aprés chaque
cycle de clivage.

La premicere étude de Clarke et Bayley ef al. propose d’utiliser une exonucléase attachée au
niveau du chapeau du nanopore d’a-hémolysine. L'a-hémolysine est également modifi¢ par
l'introduction dans la cavit¢ du pore d'une B-cyclodextrine jouant le rdle d'adaptateur
moléculaire qui vient réduire le diamétre interne du nanopore (Fig. 14) [184,185,198,199]. Les
dimensions de la molécule cavitaire que forme la B-cyclodextrine (diameétre externe =~ 1,53 nm ;
diamétre interne =~ 0,60-0,64 nm; longueur = 0,7 nm) [200] lui permettent de bien
s’accommoder a I’intérieur du canal d’a-hémolysine. De plus, le choix s’est également porté
sur la B-cyclodextrine car elle posséde une affinité pour se lier a des mononucléotides [201].
Cette approche a permis d'obtenir la détection et la séparation des quatre bases nucléotidiques
de I’ADN analysé sur la base des amplitudes de bouchage. Il a été montré que chacun des ANTP
(2-désoxyribonucléoside 5’-triphosphates) passant a travers le pore induit un blocage du

courant d’amplitude spécifique avec un intervalle de confiance de 99,5%. Les auteurs ont

34



¢galement montré la possibilité de discriminer la cytosine de la méthyl-cytosine par cette
approche. Un probléme rencontré avec cette approche est que la probabilité de capture par le

nanopore d’une base nucléotidique clivée est trop faible [185].
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Figure 14 - Approche de discrimination des bases nucléotidiques par [’utilisation d’une [-
cyclodextrine comme adaptateur moléculaire associé au nanopore d’a-hémolysine. (a)
Représentation d'un nanopore d'a-hémolysine vue de face en présence d'une S-cyclodextrine
inséré en position 135. (b) Portion d'une trace de courant électrique en fonction du temps
montrant la transition du courant correspondant a un pore vide, au courant correspondant a
I'insertion d'une cyclodextrine dans le pore, et enfin, au courant correspondant a I'entrée d'un
nucléotide dans le complexe cyclodextrine-pore. (c) Portion d'une trace de courant montrant
la détection des 4 nucléotides par un nanopore d'a-hémolysine équipé d'une S-cyclodextrine.
Chacune des bases nucléotidiques induit des blocages du courant dont [’amplitude est
spécifique et discriminable de celle des autres nucléotides (gauche). Histogramme du courant
résiduel montrant 4 populations correspondant aux 4 nucléotides détectés avec le pore équipé
de la p-cyclodextrine (droite). (Adaptée de [185]).

La deuxiéme approche proposée par Kumar et al. consiste a utiliser une polymérase qui est
immobilisée a I’entrée du pore d’a-hémolysine [202]. Au cours de la synthese de I’ADN, quatre
molécules de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) chacune marquee respectivement avec des
étiquettes correspondant a des complexes formes entre une molécule de coumarin et une
molécule de PEG d’une longueur donnée (PEGn; n = 36, 24, 20, et 16 monomeres) sont
incorporés dans le brin en croissance (Fig. 15). L’idée d’utiliser des PEG de tailles différentes
provient des résultats antérieurs, ayant montré qu’ils sont bien discriminés par le nanopore d’a.-
hémolysine sauvage, avec une séparation nettement meilleure que celle observée pour
I'approche d’interaction des mononucléotides avec une B-cyclodextrine dans le canal d’a-
hémolysin précédemment decrite. Les complexes dNTP-PEG sont progressivement libéres et
traverseraient séquentiellement le pore, sous 1’action d’une tension électrique, pour induire des

blocages du courant qui seraient distinguables (Fig. 15). Cette méthode (NanoTag-based real-
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time Sequencing By Synthesis, NanoTag-SBS) a été notamment reprise pour étre développee
par Genia Technologies [197]. Le probléme rencontré avec cette approche concerne d’une part
la fixation de la polymérase a I’entrée du pore qui est extrémement difficile. Pour faire face a
ce probleme, les auteurs ont suggéré la possibilité d’utiliser la technologie de fusion des
protéines ayant au préalable été utilisée dans une autre méthode de séquencage (de seconde
génération) [203]. D’autre part, méme si la polymérase parvient a étre fixée au nanopore, un
autre probléme peut concerner la fonctionnalité de la polymérase lorsque celle-ci est attachée
au nanopore. Enfin, il est nécessaire de vérifier que le taux de capture du complexe par le

nanopore soit suffisamment important pour utiliser cette approche.

Certains de ces travaux ont permis a plusieurs entreprises de développer des stratégies de
séquencgage basées sur les nanopores [197]. Parmi celles-1a, on compte la stratégie d'excision
des nucléotides du brin d'ADN et de leur transport un par un a travers un nanopore (NanoTag
sequencing, Genia Technologies), ou encore la stratégie de transport d’un brin d’ADN enfilé
dans un nanopore dont la séquence est lue progressivement au cours du passage du brin dans le
nanopore (MinlON, Oxford Nanopore Technologies). C’est cette seconde stratégie qui a eu le
plus grand succes et qui a mené Oxford Nanopore Technologies a devenir le leader mondial de
la technologie notamment pour le séquencage d'’ADN qu’ils ont réussi a développer et a
commercialiser [120]. Le séquencage a lecture longue réalisable avec la technologie nanopore
présente un avantage technologique important en comparaison au séquencgage a lecture courte,
car les fragments sont assemblés avec moins d'ambiguité, ce qui permet de réduire

considérablement les possibilités d’erreurs de lecture.

Bien que dans la littérature, le pore ayant eu le plus de succes pour la lecture de la séquence
d’une chaine d’ADN par un nanopore est la MspA, Oxford Nanopore utiliserait un autre
nanopore biologique moins connu, le CsgG, en association avec un moteur moléculaire
enzymatique. Le dispositif MinlON commercialisé par Oxford Nanopore est un séquenceur
portable de 90 g composé¢ de cellules de mesures permettant la formation simultanée d’un
maximum de 2048 membranes dans lesquelles sont insérées des nanopores [197]. Les canaux
peuvent €tre controlés par groupes de 512. Le dispositif utilise des bases de données pour
décoder la séquence lue par interprétation des blocages du courant mesurés. La lecture se fait
par bloc de six bases et non pas d’une base nucléotidique individuelle [197], et permet d’avoir
un débit de 100 bases/seconde et de lire des chaines d’une longueur allant jusqu’a 50 kilobases
[197]. Il existe néanmoins encore un taux d’erreur (30 % en 2016) important [204] lié¢ a des

bases de données qui nécessitent d’étre améliorées [197], a une lecture trop rapide des
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nucléotides (quelques millisecondes) [204], mais également en raison de la présence de
plusieurs sites de reconnaissance qui troublent le signal [197]. Ce dernier probléme peut étre
résolut en ne maintenant qu’un seul site de reconnaissance et en supprimant les autres par

I’introduction de mutations génétiques dirigées [197,205,206].
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Figure 15 - Approche de séquencage d’ADN par marquage et synthese en temps réel. (a)
Schéma représentatif du principe de séquencage par nanopore d'une chaine d'’ADN dont
chacun des nucléotides est marqué par une étiquette spécifique correspondant a une molécule
de coumarin liée a une molécule de PEG d’une longueur donnée attachée a I'extrémité 5'-
phosphate de chaque nucléotide, et produira dans le pore un blocage du courant d'amplitude
spécifique. (b) Discrimination des nucléotides marqués par des étiquettes de coumarin-PEG
avec le nanopore d'a-hémolysine. Portion d'une trace de courant et agrandissement d'une
partie de cette portion montrant les blocages du courant de différentes amplitudes dont quatre
niveaux sont largement reproduits et sont attribués a chacun des nucléotides comme on peut le
voir sur I'histogramme du courant relatif résiduel <i>/<iopen™ montrant I'apparition de 4
populations discriminables par leur valeur de <i>/<igpen> et correspondant a chaque base
nucléotidique. (Adaptée de [202]).
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1.4 Résumé

La technologie des nanopores dont le principe repose sur la détection électrique d’une molécule
unique traversant un canal de diamétre nanométrique, est un outil fiable, stable, et précis, qui

présente un haut potentiel pour la détection et la caractérisation de plusieurs types d’analytes.

La méthode d'impulsion résistive du compteur Coulter d'analyse de particules micrométriques
a ¢té dimensionnée avec succes a 1'échelle moléculaire, grace a l'utilisation de nanopores
biologiques qui sont parvenus a étre insérés dans des bicouches de lipides reconstituées

manuellement et a étre associés a des dispositifs électriques.

L’existence de différents types de nanopores, aux dimensions variables et aux configurations
multiples, permet d’adapter le systéme pour l'analyse d'une large gamme d'objets. Nous avons
exposé dans cette partie le réle important qu’ont joués les nanopores biologiques dans les
premicres démonstrations expérimentales de la détection et de la caractérisation d’une molécule

par un nanopore.

Les expériences pionni€res ont montré que, selon les conditions physico-chimiques choisies,
les nanopores peuvent étre utilisés pour discriminer des polymeres synthétiques selon leur
masse ou leur taille, et, pour détecter des chaines d’ADN et d’ARN et discriminer des

nucléotides selon leur nature chimique.

Les travaux de détection et de caractérisation de chaines d’acides nucléiques ont donné suite au
développement de nombreux travaux ayant abouti au succés du séquengage de I’ADN par
nanopore. La démonstration du séquengage de I’ADN a été réalisée en utilisant un régime qui
consiste a lire la séquence d’un brin d’ADN de longueur supérieure a la longueur du pore,
durant sa translocation a travers un nanopore biologique. Cette approche s’est heurtée a de
nombreuses difficultés concernant la vitesse de transport d’une chaine d’ADN a travers un
nanopore, la résolution de lecture d’un nucléotide individuel, et la distinction des différents
nucléotides. Ces difficultés ont ét¢ contournées principalement par 1’utilisation de moteurs
moléculaires qui ont permis de ralentir la translocation des chaines d’ADN a travers un

nanopore mais pas suffisamment pour atteindre une précision de lecture d’un nucléotide.

Malgré ces difficultés, quelques-uns des trés nombreux travaux menés pour démontrer la
faisabilit¢ du séquengage de I’ADN par nanopore ont mené a 1’acquisition d’un dispositif
industriel commercialisé. Ce dispositif, bien qu’il nécessite d’é€tre amélioré pour gagner en

fidélité, propose d’utiliser un nanopore biologique associé¢ a un moteur moléculaire qui permet
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de suffisamment ralentir le transport d’une chaine pour déchiffrer la séquence d’une chaine

d’ADN a partir de bases de données.

Le succes du séquengage de I’ADN par nanopore a permis de montrer le potentiel de la
technique d’analyse par nanopore a I’échelle de la molécule unique et a mené a s’interroger sur
la faisabilit¢ du séquengage de protéines qui est le prochain grand défi de la technologie. Il
s’avere étre bien plus complexe que celui de I’ADN en raison des propriétés physico-chimiques
des acides aminés comme le nombre d’acides aminés, 'hétérogénéité de charge des protéines,
ou encore la présence de modifications post-traductionnelles. Les stratégies mises en place

doivent intégrer ces complexités et les contourner.

La partie suivante consiste a présenter les progres en cours vers l'acquisition du séquengage de

protéines par nanopore protéique, et les stratégies développées pour y parvenir.
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I1. Progres vers le séquencage de protéines par nanopore

La premicre démonstration du séquencage de protéines a été proposée dans les années 50 par
Frederick Sanger qui détermine pour la premiére fois la structure primaire de 1’insuline et regoit
pour cette découverte un prix Nobel en 1958 [207]. Pour arriver a réaliser cela, Sanger et ses
collégues utilisent environ 100 mg de protéine et travaillent au moins 10 ans. Par la suite, trois

méthodes se sont distinguées pour déterminer la séquence d’une protéine.

Jusqu'au début des années 1990, le séquengage des protéines était principalement réalisé par la
dégradation d’Edman [208] qui consiste en une série de réactions chimiques aboutissant a
¢liminer le résidu présent a I’extrémité N-terminal de la protéine et préalablement marqué, sans
rompre les liaisons peptidiques internes [209,210]. Cependant, bien qu'elle ait été automatisée
[211,212], la méthode n’est pas généralisable a I’ensemble des protéines, est lente a mettre en
ceuvre, et est coliteuse car elle nécessite dans certains cas d’étre associée avec des dispositifs
complémentaires comme par exemple des appareils de chromatographie liquide de haute

pression ou en phase gazeuse pour parvenir a identifier les acides aminés.

Par la suite, le succés du séquencage du génome humain a permis le développement
d’algorithmes informatiques qui ont permis la prédiction des séquences protéiques a partir des
séquences d’ADN et qui ont conduit a la génération de grandes bases de données [213].
Cependant, cette deuxieme méthode ne peut pas prédire avec précision la séquence de
I’ensemble des protéines car le protéome est une entité bien plus complexe et dynamique que
le génome, dans lequel de nombreux mécanismes surviennent directement a 1’échelle de la
protéine. On peut citer d’une part, le processus d’épissage alternatif a 1’origine de
I’hétérogénéité de la traduction des ARNm qui aboutit a la synthése de plusieurs protéines a
partir d’un méme gene. Il a été montré qu’environ 2% du génome code pour les protéines, ce
qui correspond a environ 20 000 a 30 000 genes alors que les protéines sont de I'ordre du million
[214,215]. D’autre part, les protéines peuvent également subir des modifications chimiques
essentielles a leur structure et a leur fonction survenant apres la traduction (modifications post-

traductionnelles) qui ne peuvent pas étre détectées a 1’échelle du génome.

Actuellement, le séquencage de protéines reposent principalement sur l'utilisation de la
spectrométrie de masse qui est devenue la technique de référence [12,13] la plus répandue pour
ce type d’analyse et qui s'est principalement distinguée par deux approches [216]. La

spectrométrie de masse s'est révélée significativement plus sensible et plus rapide que le
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séquencage d'Edman ou de Sanger. Sur la base de l'analyse des propriétés de masse et de charge
des molécules, une large gamme de protéines peut étre analysée, et il devient également
possible de détecter certaines modifications post-traductionnelles qui produisent des variations
de masse faciles a identifier (e.g phosphorylation, hydroxylation). Ces modifications sont en
particulier difficiles a détecter par la méthode d'Edman, et indétectables dans les séquences

protéiques prédites a partir des séquences d'ADN [9].

Néanmoins, bien qu'elle soit devenue un outil puissant pour l'analyse des protéines, la
spectrométrie de masse présente plusieurs limitations [9] parmi lesquelles on compte les étapes
complexes de préparation d’échantillon, la limite de résolution et de plage dynamique qui
rendent ’identification et la quantification simultanée d’échantillons protéiques complexes, la
limite de sensibilité de détection (proche du femtomole) qui ne permet pas de détecter des
protéines présentes en tres faibles quantités, ou encore l'utilisation complexe de bases de
données incomplétes. De plus, la technique ne permet pas 1'analyse en temps réel d'une protéine

a 1'échelle de la molécule unique.

Plusieurs méthodes d'analyse a 1'échelle de la molécule unique ont été développées au cours des
derniéres années dans le but de parvenir au séquengage des protéines. Parmi celles-ci, on
retrouve la technique de détection €lectrique par nanopore précédemment décrite pour le
séquencage de I’ADN. Elle serait une des perspectives les plus intéressantes pour le
développement du séquencage des protéines. Nous présenterons a la suite, dans un premier
temps, les approches de séquencage de protéines par nanopore, et dans un second temps,
quelques exemples d’autres approches de séquencage des protéines a 1'échelle de la molécule

unique.

2.1 Séquencage des protéines par nanopore

Depuis plusieurs années, la technologie des nanopores a été utilisée avec succes pour 1’analyse

des protéines a plusieurs échelles.

On peut citer les travaux consacrés a I'étude de la dynamique du transport d’une protéine déplié¢e
a travers un nanopore biologique [24,217-220], ou solide [160,221-223], et au contrdle de sa
translocation (entrée et transport) en jouant sur les forces motrices et les conditions

expérimentales comme le flux électroosmotique, la tension €lectrique, et la température [224].
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D'autres études ont été réalisées sur le dépliement de protéines sauvages et mutantes [218,225],
sur le désordre intrinseéque des protéines [226-228] ; sur I'agrégation de protéines impliquées

dans des maladies humaines conformationnelles [226,227,229,230].

Les interactions protéine-ligand, protéine-acide nucléique ou protéine-anticorps [231], et la

conformation de protéines natives [232,233] ont €galement été explorées.

Bien que les protéines et peptides ont largement été analysés par des nanopores, aucune
méthode n'est parvenue a réaliser le séquencage d’une protéine par nanopore tel qu’il est

possible de le faire avec les acides nucléiques.

La stratégie naturellement suivie pour les protéines est celle qui a mené au succes du
séquencage de I'ADN par nanopore et qui consiste a lire la séquence d’une protéine qui est
dépliée au cours de son transport unidirectionnel a travers un nanopore. Cependant, les
chercheurs se sont heurtés a plusieurs difficultés lorsque la méme approche a tenté d’étre
utilisée pour les protéines. Ces difficultés sont dues aux nombreuses contraintes liées a la
structure tridimensionnelle des protéines et a leurs propriétés physico-chimiques. Au contraire
de I’ADN qui est uniformément chargé et qui est composé de quatre bases nucléotidiques (A,
T, C, G), les protéines présentent une distribution de charge hétérogene, et sont constituées d’au

moins 20 acides aminés qui peuvent présenter des modifications post-traductionnelles.

Les défis a relever pour aboutir au séquengage des protéines concernent : (i) le controle du
dépliement d’une protéine et de son entrée dans un nanopore ; (ii) le contrdle du transport
unidirectionnel de la chaine polypeptidique dans un nanopore ; (iii) le contrdle de sa vitesse de
translocation; (iv) I’obtention d’une résolution de lecture d’un acide aminé ; (v) I’obtention de
la distinction des 20 acides aminés naturels ; et (vi) la détection et la discrimination des

modifications post-traductionnelles.

Plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre pour contourner ces difficultés et sont présentées a

la suite.

2.1.1 Controle du transport unidirectionnel

Pour controler le transport unidirectionnel d'une protéine dans un nanopore, une stratégie a
consisté a lier des courtes chaines d’oligonucléotides (n = 30 cytosine ou adénine) a I’extrémité
C-terminal de la protéine thioredoxin de Escherichia coli dans le but d’orienter son entrée et sa

translocation a travers le nanopore d'o-hémolysine (Fig. 16). L’idée d’utiliser un
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oligonucléotide provient du fait qu’il s’agit d’un simple brin d’ADN court négativement chargé
qui peut, d'une part, étre entrainé vers ’entrée du pore sous ’action d’une tension électrique
positive et ainsi faciliter I’entrée de la protéine dans le pore ; d'autre part, apporter une force
motrice a la fois suffisante pour le dépliement de la protéine et les €tapes initiales de la
translocation (estimée a 5-10 pN) ; et enfin, empécher un mouvement de retour en arriere de la
protéine liée a 1’oligonucléotide. Avec cette approche, les auteurs ont observé que sous l'action
d'une tension électrique positive, I’oligonucléotide s’insére dans la lumiére du nanopore et
exerce une force sur la protéine native, entrainant le dépliement de son extrémité C-terminal
tandis que le reste de la protéine se déplie spontanément et diffuse a travers le pore sous I’action
de la force électrique appliquée (Fig. 16) [218]. Les expériences de liaison du méme
oligonucléotide a I’extrémité N-terminal de la protéine, ont révélé que les étapes de dépliement
sont différentes selon I'extrémité par laquelle la protéine entre dans le pore [234].
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Figure 16 - Stratégie de liaison d'un oligonucléotide a une protéine pour son transport
unidirectionnel a travers le nanopore d’a-hémolysine. (a) Schéma illustrant un nanopore
d'a-hémolysine inséré dans une membrane lipidique. Une chaine de 30 oligonucléotides
(cytosine) liée a I'extrémité C-terminal d'une protéine thioredoxin, traverse le nanopore et tire
la protéine dans la direction de I'entrée du nanopore. (b) Schéma représentatif des différentes
étapes de capture et de transport de la protéine par I'utilisation de I'oligonucléotide, et (c) trace
de courant associée. Niveau 1 : La protéine liée a I'oligonucléotide est ajoutée en solution du
coté cis du pore d'a-hémolysine qui est vide. Niveau 2 : L'oligonucléotide entre dans le
nanopore et exerce une force sur la protéine. Niveau 3 : La force exercée sur la protéine
entraine le dépliement partiel de celle-ci, ce qui permet au nucléotide de transloquer a travers
le nanopore et de faire entrer la protéine dans le pore. (Adaptée de [218]).
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2.1.2 Controle du dépliement et de la translocation dans un nanopore

Une autre difficulté majeure provient du fait que la majorité des protéines natives repliées sont
trop volumineuses pour pouvoir entrer et étre transportées dans un nanopore biologique de
diamétre comparable a celui de I’a-hémolysine. La premiere idée était de travailler avec des
protéines préalablement dépliées qui seraient plus adaptées aux dimensions de la cavité des

nanopores biologiques utilisés.

Les études de dépliement d’une protéine ont été réalisées en présence de nanopores biologiques
et de nanopores solides par ['utilisation d’agents chimiques dénaturants (e.g guanidium
hydrochloride et urée), ou par la variation de parametres physiques comme la température ou
la tension électrique. La preuve de la translocation des protéines dépliées avec un nanopore
protéique (aérolysine) a constitué un point important vers le développement du séquencgage des
protéines [24,220]. Ces travaux ont également montré la dépendance de la dynamique de la
translocation en fonction de la tension ¢électrique et de la taille de la protéine, avec le nanopore

biologique d'aérolysine [24], et avec un nanopore solide [235].

Cependant, lorsque la protéine est dépliée, elle passe dans le pore a une vitesse trop rapide
(quelques millisecondes) ne permettant pas de lire sa séquence avec une précision de détection

d'un acide aminé [236].

\

En réponse a ce probleme, de facon analogue a ce qui avait ét€¢ proposé¢ dans le cas de
I’utilisation de la polymérase du phage T7 pour le séquencage de I’ADN, I’approche a été
d’introduire 1’utilisation d’un moteur moléculaire enzymatique pour controler le dépliement et

la vitesse de translocation d’une protéine a travers un nanopore.

Plusieurs études ont tenté d’utiliser le moteur moléculaire ClpX dans le but de parvenir au
séquencage des protéines (Fig. 17). Le moteur ClpX, en présence d'ATP, possede la capacité
de déplier des protéines substrats repliées et marquées par des motifs de reconnaissance en
exercant sur elles une force mécanique de 1I’ordre de 20 a 30 pN qui est suffisante pour diminuer
la stabilité structurale de la protéine, ce qui aboutit a son dépliement mécanique et a sa
translocation a travers la lumiere du pore. L’utilisation de ClpX présente aussi ’intérét de
pouvoir atteindre une vitesse de translocation (jusqu’a 80 acides aminés par seconde)
appropriée a I’analyse de la structure primaire de la protéine étudiée par le nanopore. 1l a été
montré que le moteur déplie efficacement la protéine et permet son transport, mais ne permet

pas la lecture des acides aminés [219].
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Figure 17 - Stratégie de controle de la translocation d’une protéine a travers un nanopore
par association d’un moteur moléculaire au nanopore. (a) Schéma représentatif d'un
nanopore d'a-hémolysine inséré dans une membrane de lipides en présence d'une protéine
substrat présente du coté cis (chapeau) du pore ; et d'une unfoldase ClpX présente du cété trans
(tige) du pore ; et des différentes eétapes de translocation de la protéine médiée par I'unfoldase.
(b) Portion d'une trace du courant électrique en fonction du temps associée aux étapes de
translocation de la protéine. (i) Un courant d'environ 30 pA circule a travers le nanopore d'a-
hémolysine vide sous I'action d'une tension électrique de +180 mV (ii) Le substrat lié a la
protéine d'intérét est capturé par le nanopore ce qui induit une chute du courant ionique a une
valeur d'environ 14 +/- 0,7 pA. (iii) L'unfoldase qui reconnait le substrat exerce une force
mécanique entrainant le dépliement et la translocation du domaine de liaison a la protéine
(Smt3) a travers le nanopore a l'origine d'une légere baisse du niveau de courant qui fluctue.
(iv) Cela entraine le dépliement et la translocation de la protéine qui sont observés par une
nouvelle chute du courant ionique a un niveau d'environ 3,8 +/- 1,7 pA. (i) La translocation
complete de la protéine permet de retrouver le niveau initial du courant ionique correspondant
au nanopore vide. (Adaptée de [219]).

2.1.3 Détection et discrimination des acides aminés

En plus de la vitesse de transport qui est trop rapide pour atteindre une résolution temporelle de
lecture d’un acide aminé, une autre limite provient du fait que le signal de I’acide aminé se

trouvant au niveau de la zone de lecture (ou zone de sensibilité) est altéré par celui des acides
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aminés voisins. Concernant les nanopores biologiques, une explication a cela provient tres
probablement du fait que le volume du pore est trop important par rapport au volume d’un acide

aminé.

Une alternative pourrait étre 1’utilisation de nanopores solides d’une faible épaisseur de 1 nm
qui peuvent étre produits dans des membranes de graphéne, mais qui ne permettraient pas
d’écarter la détection des acides aminés voisins car le volume de la zone de détection resterait
trop important. Néanmoins, certains auteurs ont démontré la possibilit¢ de produire des
nanopores solides de diameétre subnanométrique dans des fines membranes inorganiques dont
les dimensions, comparables a celle d’un acide aminé, permettraient d’en atteindre la précision
de lecture. Par cette approche, les auteurs ont mesuré des fluctuations du courant dont le nombre
observé correspond au nombre d’acides aminés de la protéine. Cependant, les niveaux de
courant mesurés correspondaient eux a des quadriméres d’acides aminés. La meilleure

résolution ainsi obtenue avec cette méthode est par bloc de quatre acides aminés [21,237,238].

En résumé, bien que de nombreux efforts aient été réalisés pour repousser les limites de cette

approche, celle-ci n’a jamais permis d’aboutir au séquencage de protéines par nanopore.

En dehors du contexte direct du séquengage de protéines, de nombreuses études se sont
intéressées a 1’analyse et a la comparaison de protéines ou de peptides a la recherche d'une

amélioration croissante de la résolution pouvant étre atteinte avec les nanopores.

A I’échelle de la protéine, plusieurs études basées principalement sur I’utilisation de nanopores
solides ont consisté a évaluer la taille de protéines natives. Des pores solides formés par des
pipettes en verre ont été utilisés pour analyser des protéines ayant des poids moléculaires
compris entre 12 et 480 kDa [239,240]. Par cette approche, la meilleure résolution de
discrimination obtenue est de 4 kDa dans un cas, et de 50 kDa pour les protéines dans un autre
cas [239,240]. Par la suite, I’utilisation de nanopores solides a permis de démontrer que la
détection des protéines peut Etre abaissée a 8,5 kDa [241] avec une résolution de séparation

entre deux protéines de 1,5 kDa [233].

Les premiers travaux d’analyse de peptides concernent la caractérisation d’éléments de
structures secondaires comme des hélices alpha ou des épingles béta, mais également 1’étude
de I’interaction de ces peptides avec le nanopore utilisé. Des structures en hélices alpha [242]
ont ét¢ étudiées a travers les pores d’a-hémolysine et d’aérolysine. Par la suite, des structures

en épingles béta [243], en hélices de type collagéne [244], des hélices alpha [245] , et des motifs
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en doigts de zinc (zing finger) ce qui inclut des feuillets béta, des hélices alpha, et des tours, ont
¢été étudiées a travers le pore d’a-hémolysine [246]. Plus récemment, les recherches se sont
tournées vers 1’identification de peptides par nanopore et sont plus particuliecrement motivées
par I’implication potentielle de nombreux peptides comme marqueurs biologiques dans
I'apparition de cancers, de troubles neurodégénératifs, et d'infections, ainsi que par des

corrélations établies entre leurs niveaux d'expression et les maladies.

Les propriétés de transport de peptides positivement chargés d'arginine d'une longueur de 3, 5,
et 7 acides aminés, ont été étudiées avec le nanopore NfpA/NfpB de Nocardia farcinica [110].
Des études cinétiques réalisées ont permis de montrer qu'il est possible de distinguer les
événements de blocage du courant résultants de 1'interaction des peptides avec le nanopore de
ceux résultants de la translocation des peptides a travers le nanopore [110]. Concernant les
peptides d'arginine analysés, bien que 1'étude n'avait pas pour objectif direct de démontrer la
discrimination des peptides en longueur, on peut néanmoins observer que dans certaines
conditions expérimentales, les blocages du courant induit par les peptides de 5 arginines sont

distinguables de ceux de 7 arginines en termes d'amplitude [110].

Les travaux de Asandei et al. ont démontré que le nanopore d’a-hémolysine permet de détecter
des différences par bloc de 3 et 6 acides aminés d'un polypeptide [247]. La construction
peptidique est constituée de 12 acides aminés de charge positive (arginine) a une extrémité du
peptide et de 12 acides aminés de charge négative a I’autre extrémité (acide glutamique). Cette
construction a été €tablie dans le but de controler I’entrée du peptide et son maintien dans le
nanopore. Entre ces deux extrémités, les auteurs ont construit une séquence de 6 acides aminés
qui correspond a 6 alanines (peptide 1), 6 tryptophanes (peptide 2), ou 3 alanines et 3
tryptophanes (peptide 3). Les auteurs ont montré que chacune des trois séquences étudiées

permet d’obtenir des signatures du courant distinguables entre elles.

Dans les travaux de Ji ef al., les auteurs ont utilisé le moteur moléculaire phi29 pour détecter
des plus gros peptides comme le transactivateur de la transcription TAT (1,66 kDa), MAR (1,83
kDa), et des molécules d’adhésion des cellules épithéliales EpCAM (3,01 kDa) [248]. Ils ont
trouvé des distributions de blocage distinctes pour chacun de ces peptides, et ont confirmé la
translocation du peptide TAT en le marquant par fluorescence avec la molécule Cy3, et en
montrant le dénombrement du nombre de molécules fluorescentes détectées dans le

compartiment opposé a celui ou a été ajouté le peptide.
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Une autre étude est celle de Chavis et al. dans laquelle les auteurs ont utilisé des conditions
expérimentales comprenant I’utilisation de nanoparticules d'or, de Guanidium Hydrochloride
(Gdn-HCI), et de conditions de pH controlées, pour optimiser la détection et la séparation d'une
série de peptides neutres et cationiques [249]. Dans cette ¢tude, 1’objectif des auteurs était de
démontrer que la méme approche permet ¢galement d’estimer avec plus de précision et avec
plus de résolution la masse des peptides sélectionnées. Cinq peptides d’intérét biologique ont
été choisis, dont 1’encéphaline (LE), I’angiotensine I (Al), ’angiotensine II (A2), le
polyglutamine binding peptide (QBP1), et la neurotensine (NT). Il a ét¢ montré que
I’association de nanoparticules d’or avec le nanopore d’a-hémolysine permet d’augmenter le
temps de résidence des peptides dans le pore, mais n’a pas nécessairement permis d’améliorer
la distinction des peptides qui sont trés bien séparés méme en 1’absence des clusters d’or (Fig.
18). Les peptides sont identifiables a partir de I’amplitude spécifique des blocages du courant

qu’ils induisent, ce qui leur permet d’étre distingués dans un mélange.
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Figure 18 - Discrimination de peptides biologiques par le nanopore d’a-hémolysine en
présence ou non de nanoparticules d’or. Représentation des histogrammes du courant relative
<i>/>igg> dans le cas de I'analyse de 5 peptides différents dont NT (rose), QBP1 (doré), Al
(bleu), A2 (vert), et LE (orange), qui sont chacun identifiables par une population individuelle
sur I'histogramme a une valeur de <i>/>ip¢> caractéristique, en absence (haut, Open) ou en
présence (bas, Au) de nanoparticules d'or. (Adaptée de [249]).

Le canal protéique Fragaceatoxin C (FraC) a récemment été utilisé pour détecter et discriminer
des peptides et petites proté€ines recombinantes d’intérét biologique (biomarqueurs) de masses
moléculaires comprises entre 1,3 kDa et 25 kDa [90]. Dans cette étude, les auteurs se sont
intéressés a 1’analyse de la chymotrypsine (25 kDa, 245 acides aminés), de I’endothéline, (2,5

kDa, 21 acides aminés), de la B-microglobuline (11,6 kDa, 99 acides aminés), de ’EGF

humaine (6,2 kDa, 53 acides aminés), et de I’angiotensine I (1,3 kDa, 10 acides aminés). Il a
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¢té montré que tous les peptides sont entrainés dans le pore par électroosmose et sont détectés
par la forme sauvage du nanopore FraC dans des conditions de pH de 4,5, alors qu’a pH 7,5,
tous ne le sont pas, ou alors deviennent détectables a partir de différence de potentiel élevées (-

200 & -300 mV) [90].

Chacun des peptides a ¢été analysé individuellement et pour chacun d’eux, il a été possible
d’identifier une amplitude et une durée moyenne des blocages du courant spécifiques. L analyse
d’un mélange de trois des peptides, la béta-microglobuline, I’EGF, et I’endothéline 1, a révélé
que les trois signaux spécifiques provoqués par chacun des peptides correspondent a des
populations distinguables en termes d’amplitudes comme en termes de durées des blocages du
courant. Ces résultats indiquent que la meilleure résolution atteinte avec la discrimination de
ces trois peptides est de 3,7 kDa. Pour aller plus loin, les auteurs ont comparé 1’endothéline 1
et I’endothéline 2, qui présentent une différence d’un seul acide aminé sur vingt et un résidus,
mais qui n’est pas localisé a la méme position sur le peptide, et ont montré que ces peptides

sont distinguables en termes d'amplitudes des blocages du courant (Fig. 19)
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Figure 19 - Discrimination de peptides par le nanopore FraC sauvage a pH 4,5. (b) Séequence
en acides amineés des peptides endothéline 1 (ET-1) et endothéline 2 (ET-2). Les lignes bleues
indiquent les ponts disulfures existants dans les peptides. Le tableau en dessous indique le
courant résiduel (Ires) et la durée des blocages du courant induit par chacun des peptides a
pH 4,5, sous I'action d'une tension électrique de -50 mV, et dans une solution ionique de 1 M
en KCI. (c) Portion d'une trace de courant dans le cas de I'analyse d'un mélange des deux
peptides en présence du nanopore FraC a pH 4,5, pour une tension électrique de -50 mV. Les
peptides ET-1 et ET-2 sont distinguables dans ces conditions a la fois par leur amplitude et par
leur durée de blocage du courant. (Adaptée de [90]).
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Cependant, 1’étude basée ici sur 1’utilisation du FraC ne permet pas d’analyser des peptides
d’une taille plus petite que 1,6 kDa car ceux-la traversent le pore trop rapidement pour étre
détectés, confirmant qu’il faudrait utiliser un nanopore de diametre plus petit que celui du FraC
pour détecter des peptides de plus petits poids moléculaire. La réduction du diamétre du pore
par mutagenese du FraC a permis d’identifier des peptides de plus petites tailles comme

I’angiotensine A et II [90].

Les canaux de lysénine ont été utilisés pour détecter les peptides de l'angiotensine 2 comme
décrit par les travaux de Shreshta et al. [250]. Les auteurs ont vérifi¢ la translocation a travers
le pore en effectuant une analyse de trente six heures avec 22700 canaux, puis ont effectué une
analyse de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) de la solution

récupérée du coté trans du pore pour prouver la présence du peptide.

A D’échelle de I’acide aming, la seule étude ayant démontré la possibilité de détecter un acide
aminé individuel a été réalisée avec un nanopore d’a-hémolysine chimiquement modifié [251].
Dans ces travaux, Bayley et ses colléguent utilisent le nanopore d’a-hémolysine dans lequel un
groupement chimique phénantroline est fixé a ’intérieur du pore par modification chimique
[251]. Le but de 1'ajout de ce groupement chimiquement est de garder 1’acide aminé capturé
dans le pore un temps suffisamment long pour étre détecté. Les auteurs sont parvenus avec cette
approche a détecter cinq acides aminés (L-Tyr, L-Cys, L-Phe, L-Asp, et L-Trp) et leurs
énantiomeres (D-Tyr, D-Cys, D-Phe, D-Asp, et D-Trp) [251]. IIs ont particulierement montré
que les énantiomeres du méme acide aminé sont distinguables dans chaque cas. Concernant la
distinction des différents acides aminés de méme forme, il a été démontré qu’au moins trois
acides aminés (L-Phe, L-Cys, et L-Asp) sont clairement discriminables a partir de I'amplitude
du blocage du courant qu'ils induisent par leur entrée dans le nanopore d'a-hémolysine modifi¢
[251]. Les mémes auteurs ont également utilisé cette approche pour montrer la détection de
neurotransmetteurs (e.g dopamine, norépinephrine, épinéphrine) et d’autres acides aminés

comme le glutamate [252].

En dehors de ces deux études, aucun nanopore qu’il soit biologique (sauvage ou modifi¢), ou
solide, n’a permis d’atteindre une résolution de détection d’un acide aminé individuel au

commencement de mes travaux de thése.
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2.1.4 Détection des modifications post-traductionnelles

Les travaux de Rosen, Bayley et al. portant sur 1’étude de la thioredoxine avec le nanopore d’a-
hémolysine avaient permis de détecter la forme phosphorylée de la protéine dénaturée et de la
distinguer de la forme non phosphorylée en caractérisant la profondeur des blocages du courant
et le bruit électrique mesuré lors de 1'étape de translocation [248]. Les protéines mutantes
seraient identifiées par leur état de phosphorylation (non phosphorylée, monophosphorylée, ou
diphosphorylée) et I'emplacement de la modification. En général, il a été observée que la
phosphorylation diminue le bruit électrique mesuré et entraine des blocages d’amplitude moins

profonde [248].

Deux études ont été publiées au début de mes travaux de thése, pour la détection directe de la
protéine ubiquitine et de 1'ubiquitination de protéines en utilisant soit un nanopore solide [241],

soit un nanopore biologique [253].

La premicre étude est basée sur 1’utilisation d’un nanopore solide de 3 nm de diamétre d’une
¢épaisseur inférieur a 10 nm formé dans une membrane de SiNx pour la détection de la protéine
ubiquitine de 8,5 kDa [241]. Dans cette étude, les auteurs ont montré que moduler le niveau de
pH leur permet de détecter et de discriminer une protéine individuelle d’ubiquitine et des
polymeéres composés de deux (dimére) et de cing (pentameére) protéines d’ubiquitine [241]. 11 a
¢galement été démontré qu’il est possible de discriminer deux diméres d’ubiquitine de méme
poids moléculaire qui ne diffeérent que par la position de la lysine via laquelle les deux protéines

sont liées (Lys 48 versus Lys63) [241].

Dans la deuxieme étude, le nanopore biologique ClyA modifié génétiquement (ClyA-AS) a été
utilisé pour suivre 1’ubiquitination d’une protéine en temps réel [253]. Pour réaliser cela, le
choix des auteurs s’est porté sur la protéine Ubiquitin conjugated-enzyme (Ubc4, 19,8 kDa) de
Saccharomyces cerevisae qui possede la capacité de s’ubiquitiner elle-méme in vitro en
présence d’ATP. L’analyse de la protéine avec le nanopore ClyA-AS en présence d’ATP a
permis d’observer plusieurs niveaux de courant associés a la forme non modifiée, mono-
ubiquitinée, ou di-ubiquitinée [253]. Le nanopore ClyA-AS a également ét¢ modifié¢ en
remplagant un résidu tryptophane par une glutamine en position 56, ce qui a permis
d’augmenter les temps de résidence de la protéine Ubc4 dans le pore d’au moins dix fois, et a
potentiellement permis d’améliorer la résolution de séparation notamment pour la comparaison
de deux protéines isomeres ubiquitinées [253]. Le pore modifi¢ a ensuite été utilisé pour

détecter 1'addition d'Ub a Ubc4. Lorsque I'ATP est ajoutée a la solution, la protéine Ubc4 est
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modifiée par 1’ajout d’une ou de plusieurs molécules d’ubiquitine et les différentes formes sont
détectées et caractérisées de maniére unique [253]. En raison de la nature de la protéine utilisée,

les étapes d'ubiquitination en cascade ont été observées en temps réel [253].

2.2 Autres approches de séquencage de protéines a 1'échelle de la molécule unique
2.2.1 Séquencage des protéines par courant tunnel

La méthode de détection par courant tunnel se base sur 1’utilisation de la microscopie a effet
tunnel (Scanning Tunneling Microscope, STM). Le courant tunnel est créé¢ entre deux
¢lectrodes métalliques séparées par un espace vide de quelques nanomeétres a quelques
Angstrom, dans lequel les électrons d’un métal peuvent se déplacer a travers le vide vers le
métal voisin [254]. L’idée d’utiliser du courant tunnel pour détecter des molécules uniques a
¢été introduite dans les années 70 [254]. Le passage d’une molécule unique dans 1’espace vide
séparant les deux ¢électrodes perturbe le courant tunnel mesuré. Les caractéristiques de cette

perturbation sont utilisées pour identifier et caractériser la molécule analysée [254].

La méthode a été reprise en 2014 par Zhao et Lindsay ef al. dans le but de développer un
séquencage de protéines a 1’échelle de la molécule unique basé sur I'utilisation du courant
tunnel [20]. Le principe de la technique consiste a utiliser deux é¢électrodes métalliques de
palladium recouvertes d’un agent chimique, le 4(5)-(2-mercaptoethyl)-1H-imidazole-2-
carboxamide (ICA), servant de molécule de reconnaissance (Fig. 20). Les ¢électrodes sont
espacées d’une distance de 2 nm. L’intérét de fonctionnaliser les électrodes avec ’ICA est lié
a sa capacité a interagir avec des bases nucléotidiques de ’ADN, et a sa capacité a interagir
avec des acides aminés par le biais de liaisons faibles comme des liaisons hydrogenes. L’ ICA
interagit de fagcon temporaire avec la molécule analysée, ce qui permet de 1’orienter et d’obtenir

une signature du courant bien définie.

Les auteurs ont choisi d’analyser plusieurs acides aminés présentant des différences de structure
minimes comme la glycine (Gly) et la glycine méthyle (met-Gly ou Sarcosine), des
énantiomeres d’asparagine (L-Asn et D-Asn), et les isomeres de structure leucine et isoleucine
[20]. Les acides aminés sont positionnés entre les deux électrodes, et lorsqu’une faible tension
¢lectrique y est appliquée, I’interaction entre 1’acide aminé et la molécule de reconnaissance est
observée par 1’apparition d’un groupement de pics dont les caractéristiques dépendent de la
nature/composition chimique de la molécule piégée dans I’espace entre les deux ¢électrodes [20].

Grace a 'utilisation d’un algorithme (machine learning), il est possible de distinguer au sein du
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signal, des pics spécifiques de chacun des acides aminés analysés (Gly, mGly, L-Asn, D-Asn,

Leu, Ile, et Arg) avec une précision d’au moins 80% (Fig. 20) [20].

De facon a vérifier s’il est possible d’obtenir une quantification avec cette technique, un
mélange des deux acides aminés L-Asn et D-Asn a différents ratios a été réalisé et a ét€¢ soumis
a I’algorithme, pour obtenir une reconnaissance [20]. Cependant, la quantification est
difficilement réalisable en raison de I’affinité plus grande de la L-Asn avec 1’agent chimique

ICA. Avec cette technique, la concentration nécessaire en analytes est de 1’ordre de 1 a100 pM.

Une approche similaire proposée par la suite a permis de montrer que la diminution de la
distance entre les deux électrodes d’or, de 2 nm a 0,55 ou a 0,70 nm, permet d’identifier un
acide aminé individuel en absence d’un recouvrement par I’'ICA sur les électrodes. Selon la
distance inter-¢lectrodes choisie, 12 des 20 acides aminés ont été détectés, alors que les autres
acides aminés n’ont produit aucun signal détectable. L’amplitude et la durée du pic qui sont
mesurés pour chacun des acides aminés analysés individuellement, ont été utilisées pour

identifier de fagon spécifique les 12 acides aminés.

De plus, cette stratégie a également permis de faire la distinction entre la forme phosphorylée
et non phosphorylée d’une tyrosine par I'utilisation d’une distance inter-électrodes de 0,70 nm
[255]. L’analyse individuelle de la forme phosphorylée ou non de la tyrosine a montré que les
deux formes présentent des signaux différents. La réalisation d’un mélange de formes
phosphorylées et non phosphorylées de la tyrosine produit deux pics distincts correspondant

aux signaux mesurés lors de 1’analyse individuelle des deux formes [255].

Bien que cette approche ait permis de détecter des acides aminés individuels, un type de
modification post-traductionnelle, des énantioméres, et des isomeres de structure, son
utilisation pour le séquencage de protéines est limitée pour plusieurs raisons [6]. L’inconvénient
majeur de cette approche est la nécessité de changer de distance entre les deux électrodes afin
de distinguer I’ensemble des 12 acides aminés. Une autre difficulté provient du fait que chaque
molécule analysée entre les deux électrodes peut s’orienter de plusieurs maniéres possibles
durant la mesure, ce qui méne a I’obtention de plusieurs signaux différents et complexifie
I’identification de la molécule. De plus, les algorithmes de reconnaissance doivent étre adaptés

en conséquence. Enfin, la concentration nécessaire en analytes est de I’ordre de 1 a 100 uM.
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Figure 20 - Stratégie d'identification des acides aminés par effet courant tunnel. Schéma
représentatif de la mesure par effet tunnel. La présence d’un acide aminé est observée entre
deux électrodes métalliques fonctionnalisées par des molécules de reconnaissance (haut).
Portion d'une trace de la conductance en fonction du temps montrant des impulsions électriques
d'amplitudes différentes attribuées a la détection de I'acide aminé phénylalanine (F, bleu) ou
tyrosine (Y, rouge) (bas). (Adaptée de [20]).

2.2.2 Séquencage des protéines par fluorescence

Le développement d’un séquencage des protéines basé sur I’utilisation de la fluorescence s’est
heurt¢ a de nombreuses difficultés dont la principale est celle de pouvoir utiliser des
fluorophores différents pour chacun des 20 acides aminés, de fagon a les détecter de fagcon
spécifique. En regard de cela, deux approches également basées sur I’utilisation de la

fluorescence a I’échelle de la molécule unique ont été développées.

a) FRET fingerprinting

La méthode du FRET fingerprinting propose, plutot que de tenter d’associer un fluorophore a
chacun des 20 acides aminés, d’en utiliser seulement deux pour marquer deux acides aminés
(cystéine et lysine) choisis parmi les vingt. L’ordre dans lequel les deux acides aminés marqués

s’enchainent, permet d’identifier, par comparaison a une base de données, la protéine analysée.

L’approche requiert de pouvoir lire de fagon séquentielle une protéine pour déterminer 1’ordre
des acides aminés marqués. Pour parvenir a cela, Joo et al. ont proposé d’utiliser un moteur

moléculaire protéique, ClpX, de la famille AAA+ (ATPases Associated with a variety of
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cellular Activities) de Escherichia Coli pour « scanner » la protéine [16,18]. Le moteur ClpX
posséde la capacité de déplier et de dégrader des protéines substrats repliées possédant des tags
de reconnaissance, en exercant sur elle sur grande force mécanique de I’ordre de 20 a 30 pN en
consommant 1’énergie issue de I’hydrolyse de I’ATP. ClpX se présente sous la forme d’un
anneau homo-hexamérique. Un partenaire intéressant de ClpX est CIpP qui est une protéase
homo-tétradecamérique qui s’autoassemble de fagon trés stable sous la forme d’un tonneau
renfermant une cavité centrale et protégeant ainsi ses 14 sites de clivage de son environnement.
Ensemble, ClpX et ClpP forment ClpXP qui peut interagir, déplier, faire transloquer, et
dégrader des protéines, faisant de cet assemblage de moteurs moléculaires un candidat idéal

pour déterminer la séquence d’une protéine substrat enti¢re [16,18].

Dans les travaux de Joo et al., les auteurs ont choisi de marquer la protéine d’intérét par des
fluorophores accepteurs sur les résidus cystéine (C) et lysine (K) (Fig. 21) [16,18]. La protéine
est ensuite introduite dans la machinerie ClpXP équipée de fluorophores donneurs et
immobilisée sur une surface de quartz recouverte de molécules de PEG par le biais d’une
interaction biotine-streptavidine (Fig. 21). Aprés que la protéine cible soit parvenue a se lier a
la machinerie ClpXP, sa translocation qui est ATP dépendante est initiée, ce qui oriente le
fluorophore accepteur dans le rayon de Forster (2-8 nm), et permet le transfert de fluorescence
observé par une chute de I’intensité du signal du donneur et une augmentation concomitante du

signal de I’accepteur (Fig. 21).

Cette approche a permis aux auteurs de montrer 1’identification de plusieurs peptides d’une
longueur de 29, 40, et 51 acides aminés, d’une protéine (titine) de 119 acides aminés, et d’un

dimeére de 210 acides aminés.

Bien que la méthode employée permet de scanner la protéine a une vitesse de translocation
stable et de fagon unidirectionnelle, celle-ci reste limitée par I’utilisation de bases de données
pour identifier la protéine, et ne permet pas de réellement séquencer une protéine. De plus, la
méthode présente un taux d’erreur encore trop €élevé de 20 a 30% limitant 1’identification a 70-

80% des protéines.
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Figure 21 - Stratégie d’identification d'une protéine par la méthode FRET fingerprinting.
Schéma représentatif de moteurs moléculaires ClpPX marqués par un fluorophore donneur et
qui sont immobilisés sur une surface de quartz fonctionnalisée. Une protéine au préalable
marquée par des fluorophores accepteurs au niveau de ses acides aminés cystéine (C) et lysine
(K), se lie puis translogue a travers le moteur moléculaire CIpXP. Le rapprochement des
fluorophores accepteurs au fluorophore donneur, lors du passage d'acides aminés marqués
dans le moteur, permet un transfert de fluorescence permettant d'identifier I'acide aminé. La
reconstitution de la séquence en C et K permet de remonter a I'identification de la protéine.
(Adaptée de [16]).

b) Fluoroséquencage

Le principe de 1’approche de fluoroséquengage est assimilé a une dégradation d’Edman a

I’échelle de la molécule unique [17].

La technique du fluoroséquencage propose de fragmenter des protéines cibles en courts
peptides (10 a 30 acides aminés) au niveau de sites de coupure controlés et prédits a partir du
choix de la protéase utilisée (Fig. 22). Suite a cela, certains acides aminés sont marqués de
facon spécifique par différents fluorophores. Les peptides marqués sont ensuite immobilisés
sur une surface et sont analysés par microscopie a fluorescence pour suivre les cycles de
dégradation (Fig. 22). L utilisation de la microscopie totale de fluorescence de réflexion interne
(TIRF) permet de suivre et de mesurer le signal de fluorescence du fluorophore. Une chute de
la fluorescence aprés un cycle de dégradation d’Edman, indique qu’un acide aminé spécifique
a été relargué a I’extrémité N-terminal du peptide analysé. L’acide aminé produit est identifié

par analyse spectrale (Fig. 22).

Apres avoir exploré plusieurs stratégies d’immobilisation, de marquage, et de clivage des
peptides, il a ét¢ démontré qu’un minimum de quatre acides aminés marqués est nécessaire pour

identifier 98% du protéome humain.
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Bien que I’approche soit trés ingénieuse, de nombreuses difficultés sont rencontrées pour sa
mise en ceuvre. D’une part, la dégradation d’Edman crée un environnement chimique rude qui
n’est pas compatible avec la plupart des fluorophores commercialisés. La méthode peut souffrir
de I’inefficacit¢ de la combinaison des fluorophores, du photobleaching, ou encore de
I’inefficacité de la dégradation d’Edman. D’autre part, chaque cycle de dégradation d’Edman
dure environ 45 minutes ce qui rend le processus de séquengage trés long. Enfin, en raison du
manque de spectres de fluorescence distinguables et spécifiques, le nombre d’acides aminés

distinguables reste limité.

En réponse a ces difficultés, une enzyme a été créée par ingénierie, appelée Edmanase, capable
de cliver les acides aminés un par un a partir de I’extrémité N-terminal d’une protéine, et de
permettre de réaliser une dégradation d’Edman dans des conditions physiologiques et de fagon

plus rapide.

CELL
CULTURE w PROYHN IMMOBILIZATION

iNZYMAYK np"pg
« EKMCT
¢ & DIGESTION 8&;&'"6 ‘D\? V\"?
A
_?hyplophon

.

Lysine A

E v
: Z
g z| ©
g Lysine B g O
-
=
é o Arginine -3 o
<] — 4
g §3 Tyrosine g O
e
o Cysteine 2
5 Edman w
Reagent 0
.
T
1 2 3 4 5 6

DEGRADATION CYCLES

Figure 22 - Stratégie de séquencage des protéines par la méthode de fluoroséquencage basée
sur la dégradation d'Edman. Schéma représentatif des étapes d'extraction et de digestion de
protéines, de marquage par fluorescence des peptides résultants au niveau de certains de leurs
acides aminés, et de I'immobilisation des peptides sur une surface pour gu ils soient analysés
par microscopie a fluorescence au cours des cycles de dégradation d'Edman. Apres chaque
cycle d'Edman réalisé, une chute de la fluorescence indique le relargage d'un acide aminé
spécifique qui est identifié par analyse spectrale. (Adaptée de [17]).

58



2.3 Résumé

Nous avons présenté dans cette deuxieme partie les travaux ayant été réalisés pour développer

une stratégie de séquencage par nanopore.

La stratégie qui a naturellement été adoptée est celle qui a mené au succes du séquencage de
I’ADN par nanopore, et qui consiste a lire la séquence d'une protéine dépliée au cours de sa

translocation a travers un nanopore.

Cependant en comparaison a I’ADN, les travaux d’analyse des protéines se sont heurtés a des
difficultés supplémentaires liées a la nature physico-chimique des protéines qui présentent une
hétérogénéité de charge, au contraire de I’ADN qui est uniformément chargé. Cela implique
qu’en plus de devoir contrdler la vitesse de translocation de la protéine dans le pore pour tenter
d’atteindre une précision de lecture d’un acide aminé, il faut également assurer le transport
unidirectionnel de la protéine. Par ailleurs, les acides aminés a distinguer sont au nombre de
vingt, au contraire de ’ADN qui peut étre composé de quatre nucléotidiques, ce qui est plus
difficile a atteindre. Enfin, les protéines présentes des modifications post-traductionnelles sur

certains de leurs acides aminés, qui doivent également étre identifiables.

Malgré les approches ayant proposées d’utiliser des amorces assurant le transport
unidirectionnel de protéines dans un nanopore, et d’utiliser des moteurs moléculaires associés
aux nanopores pour ralentir la dynamique du transport de protéines; les nanopores ne

permettent toujours pas a ce jour de séquencer une protéine avec cette approche.

D’autres analyses réalisées a 1’échelle de petites protéines ou de peptides de différentes natures,
dans un régime différent de celui adopté pour le séquencage d’une longue protéine dépliée a
travers un nanopore, ont néanmoins montré que les nanopores peuvent permettre de détecter de
petites variations de 1’ordre de 1’acide aminé avec un nanopore modifié chimiquement. Cela
indique que I’identification des acides aminés pourrait potentiellement étre obtenue avec des
nanopores, mais dans un régime d’analyse différent de celui utilisée dans 1I’approche précédente
de séquencage des protéines. Néanmoins, aucune analyse n’avait montré au commencement de
mes travaux de these, la possibilité d'atteindre une résolution de détection et de séparation d'un
acide aminé avec un nanopore biologique sauvage. Le cas de figure idéale serait d’obtenir une
telle résolution avec un nanopore sauvage, pour ne pas introduire d’étapes complexes de

modifications génétiques.
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De plus, d’autres approches de séquengage de protéines a I’échelle de le molécule unique basées
sur 'utilisation de la fluorescence ou de I’effet courant tunnel ont été décrites, mais sont

techniquement plus complexes que la technologie des nanopores.

C’est dans ce contexte que dans le cadre de mes travaux de theése, nous nous sommes intéressés
au nanopore d’aérolysine présenté juste a la suite, qui a été montré comme permettant, dans sa

forme sauvage, de détecter des différences de 1’ordre d’une unité monomérique.

Les derniéres avancées apparues en méme temps que mes travaux de thése seront présentées

dans la discussion du chapitre n°4.
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I11. Le nanopore biologique d’aérolysine

L’aérolysine est une toxine qui forme des pores (PFT) produite par les bactéries Gram-négatif
de I’espéce Aeromonas, et qui est en majeur partie responsable de la haute pathogénicité de ces
bactéries [72,256]. En ciblant les cellules de plusieurs especes, dont les cellules humaines, elle
a pour conséquence de causer le développement de pathologies comme la gastroentérite ou

I’infection des plaies profondes.

La présence d'un facteur hémolytique présent dans le milieu de culture de la majorité des
souches de Aeromonas hydrophila a été observée pour la premiére fois dans les années 60 par
F. H. Caselitz et R. Gunter [257] qui sera renomm¢ plus tard "aérolysine" par A. W. Bernheimer
et L. S. Avigad [258]. Le succés de la purification de l'aérolysine & homogénéité par J. T.
Buckley et ses collégues [259] a donné suite a de nombreuses études visant d’une part, a
caractériser la protéine et a comprendre son mécanisme de production (synthése, export,
sécrétion, insertion), et d’autre part, a déterminer la séquence du géne de la protéine dans le but
premier de le cloner [260,261] et de permettre la production en grande quantité de la protéine
dans des systémes hotes (e.g Escherichia coli [262], Aeromonas salmonicida [263]) mais

¢galement de pouvoir prédire la séquence en acides aminés de la protéine.

Chez la bactérie Aderomonas hydrophila, la toxine est synthétisée dans le cytoplasme de la
bactérie sous une forme monomérique dite « pré-pro-aérolysine » [23,70,264,265]. La pré-pro-
aérolysine est constituée d’une séquence signal présente a son extrémité N-terminal, qui
nécessite d’étre clivée pour son passage du cytoplasme vers le périplasme via la membrane
interne de la bactérie [23,70,264,265]. Elle devient alors « pro-aérolysine ». La pro-aérolysine
est ensuite sécrétée par la bactérie sous une forme soluble stable. Cette stratégie est mise en
place par la bactérie car celle-ci ne posseéde pas de mécanisme de défense vis-a-vis de la toxine.
Ainsi, pour se protéger elle-méme, la bactérie produit sa toxine sous une forme inactive qui,
une fois dans le milieu extracellulaire, deviendra active sur des cellules cibles possédant des
récepteurs membranaires spécifiques (protéines, lipides, carbohydrates) par le clivage d’un
propeptide présent a son extrémité C-terminal. La toxine va se fixer a ses récepteurs et
s’oligomériser sous la forme d’un heptameére pour former un pore dans la membrane cellulaire
cible [23,70,264,265]. Cela rend la cellule perméable et peut conduire a la mort cellulaire
[23,70,264,265].
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L’aérolysine a été utilisée comme un nanopore biologique depuis longtemps pour la détection
¢lectrique de divers types de molécules [25,266] comme les peptides, les polyméres

synthétiques, ou les acides nucléiques.

Cette troisiéme partie a pour objectif de présenter : (i) la structure du monomeére de pro-
aérolysine ; (i1) le mécanisme de formation du pore d'aérolysine ; (iii) la structure du pore et ses

propriétés électriques ; et enfin (iv) la détection électrique de molécules par nanopore.

3.1 Structure de la pro-aérolysine

Comme décrit précédemment, la protéine est produite et relarguée par Aeromonas hydrophila
sous la forme d’un précurseur inactif d’environ 52 kDa et d’une longueur de 470 acides aminés

nommé « pro-aérolysine » dont la séquence a été établie (Fig. 23) [267].

Des prédictions réalisées a partir de la s€quence de la protéine, confortées par des expériences
de cristallographie aux rayons X (a une résolution de 2,8 Angstrom) et de dichroisme circulaire,
ont montré que la protéine est riche en structures béta (42%) et présente une plus faible part

d’hélices alpha (21%) [267].

La proaérolysine peut exister sous forme de dimeres en solution [268]. ]. La cristallographie du
dimére de pro-aérolysine a permis de caractériser la structure du monomere qui s'organise en
forme de « L » constituée de deux lobes distincts [269]. Le premier petit lobe, plus isolé du
reste de la protéine, correspond au premier domaine (domaine 1) de la protéine. Le second lobe
plus large se divise en trois autres domaines (domaines 2, 3, et 4) (Fig. 23). Les deux lobes sont
reliés par un peptide flexible de 10 acides aminés. Egalement, ’existence de deux ponts
disulfures a ¢été identifiée dans le domaine 1 (Cys19-Cys175) et dans le domaine 2 (Cys159-
Cys164) [269]. Ces ponts disulfures seraient impliqués dans la stabilisation de la protéine et
dans la protection d'une boucle comprise entre les acides aminés 154 et167 d’une possible

dégradation enzymatique par des protéases [269].

Le domaine 1 constitue les premiers 83 acides aminés a partir de 1’extrémité N-terminal. Il a
¢été¢ mis en évidence que 1’ensemble du domaine 1 (résidus 1-82) est impliqué dans la liaison au
récepteur de la toxine. Les acides aminés du domaine engagés dans la liaison a ce récepteur,
plus particulierement avec un carbohydrate, ont été identifiés par plusieurs travaux (Fig. 24)

[270,271].
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Il a ét¢ démontré que les récepteurs de la pro-aérolysine sont des protéines ancrées par un
glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) appelées protéines a GPI (GPI-anchored proteins) (Fig.
24). Ces protéines membranaires utilisent le GPI pour réaliser un ancrage hydrophobe a la
membrane plasmique de la cellule ou elle servent de récepteur. Le domaine 1 est impliqué dans
la liaison a ce type de récepteur par une premicre interaction avec une N-glycosylation présente

sur la protéine engagée dans 1’ancrage par GPI (Fig. 24).
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Figure 23 - Représentation de la structure et de la séquence de la pro-aérolysine de
Aeromonas hydrophila. (a) Représentation en structures secondaires de la pro-aérolysine et
de ces quatre domaines avec une visualisation des sites de liaison au récepteur de la membrane
(Glycan core-binding site et N-linked sugar-binding site) détaillés dans la Figure 24, de la
boucle pré-stem, et du pro-peptide en C-terminal (CTP). (b) Séquence en acides aminés de la
pro-aérolysine avec une représentation de la séquence de chaque domaine par une couleur
caracteristique (Domaine 1: blanc, Domaine 2: gris; Domaine 3: noir, et Domaine 4: blanc
avec un encadré noir), et des ponts disulfures représentés par un trait noir forme entre deux
residus cystéine. (Adaptée de [269,272]).

I1 est également important de mentionner la présence dans le domaine 1 d’un peptide signal de

23 acides aminés, présent en N-terminal, et dont le role est d’orienter la pro-aérolysine vers la
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membrane interne de la bactérie pour son passage vers le périplasme durant le mécanisme de

sécrétion de la toxine [265].

Enfin, d’autres études montrent que le domaine 1 joue également un role dans le processus de

dimérisation du monomeére [271].

Le domaine 2 du monomere posséde des régions (résidus 83-178 et 311-398) qui sont
¢galement impliquées dans la liaison a son récepteur a travers plusieurs acides aminés (Tyr-
162, Trp-324, et His-332). Le domaine 2 se fixe directement sur la partie glycan de la GPI-
anchored protéine. Plus particulierement, une modification de type N-acetylglucosamine se
trouve sur le deuxiéme mannose du glycan qui est cruciale a la liaison de I’aérolysine au
récepteur. Le domaine 2 jouerait également un role dans I’initiation de 1’oligomérisation des
monomeéres. Certains travaux ont permis d’identifier plus particulierement deux régions
présentes dans le domaine 2 qui ont une influence sur le taux d’oligomérisation

[262,271,273,274].

GPl-anchored
polypeptide

N-linked glycan

N-term

Figure 24 - Representation schématique d’un monomere de pro-aérolysine lié a son
récepteur membranaire a GPI par ses differents domaines. Le monomeére d'aérolysine est
montré comme dans la Figure 23 avec ses quatre domaines structuraux. Le domaine 1 est lié a
une N-glycosylation (N-linked glycan) visible sur le schéma. Le domaine 2 est lié au niveau
d'une modification N-acétylglucosamine présente sur le deuxieme mannose de la partie glycan
de la protéine a GPI ancrée dans le feuillet externe de la membrane plasmique par un
phospholipide de type phosphatidyl-inositol. Légende : Asn: asparagine, Etn: éthanol amine,
In: inositol, P: phosphate, Glc: glucose, Man: mannose, GlcNac: N- acétylglucosamine.
(Adaptée de [275]).

Le domaine 3 du monomeére possede des régions (résidus 179-195, 224-274, 299-310 et 399-

409) qui jouent un role important dans les interactions entre monomeres dans le processus
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d’oligomérisation (heptamérisation). Le domaine 3 est constitué¢ de cinq feuillets B contre
lesquels se trouve une boucle qui est enroulée. Cette boucle adopte une structure en épingle qui
lui permet de diriger I’insertion du monomeére et 1’ancrage du brin f dans la membrane
[269,272]. Certaines régions du domaine 3 semblent également impliquées dans le processus
de sécrétion de la protéine. Il a été mis en évidence que la mutation du résidu tryptophane a la
position 227 (W-227) dans le domaine 3 peut empécher la sécrétion de la protéine par la
bactérie, et que lorsque la mutation correspond a une substitution du résidu W-227 par une
leucine (W227L), la protéine est alors retrouvée bloquée dans la membrane externe de la
bactérie [276]. Certaines mutations de ces régions du domaine 3 ont également un effet sur la
stabilité de la protéine, qui est en conséquence dégradée dans le périplasme, mais il n’est pas

connu si cela peut expliquer I’absence de sécrétion observée.

Enfin, le domaine 4 du monomére (résidus 196-233, 275-298, et 410-470) contient le peptide
C-terminal (CTP) (Fig. 23) qui est le pro-peptide présent dans la forme sécrétée soluble de la
pro-aérolysine, qui doit subir un clivage protéolytique pour activer les monomeres et permettre
leur oligomérisation en heptamere. Il n’est donc pas retrouvé dans la séquence finale du pore.
Il a également été mis en évidence que le peptide CTP du domaine 4 a une fonction chaperon

durant la biosynthese de la protéine pour permettre le repliement du domaine [277].

3.2 Mécanisme d’insertion du pore

Le mécanisme d’insertion (Fig. 25) décrit ici inclut également une breéve description du
mécanisme de liaison de la protéine a la membrane, de I’activation de la protéine par clivage
du pro-peptide, de 1’oligomérisation des monomeres, et de I’insertion & proprement dit de

I’heptamere dans la membrane.

Le mécanisme d’¢élucidation de la structure et de la formation du pore d’aérolysine a été exploré
au cours de plusieurs études. Alors que la structure de la pro-aérolysine est disponible depuis
1994, I'obtention de la structure tridimensionnelle du pore d'aérolysine a constitué un défi. Les
premiéres études structurales a basse résolution (25 A) de l'aérolysine insérée dans une
membrane de lipides ont ét¢ obtenues par Parker ef al. en 1994 [267]. Une des raisons possibles
de I’échec des tentatives de cristallisation du pore d’aérolysine est liée a la flexibilité élevée des
protéines. Le mécanisme d'insertion original de ce pore qui implique que I’organisation
structurale de la protéine change radicalement entre les diméres solubles de pro-aérolysine et

la conformation heptamérique du pore, rend difficile sa caractérisation. Les pores d’aérolysine

65



a I’état sauvage ne peuvent pas €tre analysés a 1’échelle de la molécule unique également car

ils s'agrégeraient en amas hétérogenes [272,278].

Face a cette difficulté, la stratégie adoptée a consisté a développer des versions mutantes de
l'aérolysine, qui ont permis de mieux comprendre la structure heptamérique du canal et le
mécanisme de formation du pore. Ces mutants correspondent a des modéles structuraux de
I’aérolysine acquis a différents stades intermédiaires du processus de formation du pore.
L’utilisation de plusieurs approches dont la cristallographie aux rayons X, la microscopie
électronique cryogénique (16,6-18,3 A), la simulation moléculaire, et la modélisation
informatique, était nécessaire pour obtenir la structure du pore inséré dans une membrane. La
combinaison de ces différentes approches expérimentales a permis de fournir des modéles
pseudo-atomiques de ces structures intermédiaires et de proposer un nouveau mécanisme
moléculaire a I’origine de la formation d’un pore d’aérolysine. Plusieurs structures de transition
ont été identifiées dont 1’existence est liée a une réorganisation de la boucle pré-stem (pré-tige)
entre les domaines 3 et 4 (Fig. 23), survenant apres le clivage protéolytique de la séquence pro-
peptide a proximité de la membrane lipidique, qui contribue finalement a créer un tonneau béta
transmembranaire. Les structures de ces mutants ont été appelées pré-pore, post pré-pore, et

quasi-pore [77,272].

Par la suite, des cartes de microscopie cryo-¢lectronique atomique (cryo-EM) a une résolution
quasi-atomique (3,9-4,5 A) des états prépores, post-prépores et quasi-pores de ’aérolysine ont
été fournies. Egalement, une structure du pore final de I’aérolysine a I’état sauvage a été obtenue
en présence d’un détergent a une résolution de 7,9 A. Par comparaison a celles d’autres toxines
comme la lysénine, 1’obtention de ces structures permet d’aboutir a une description des étapes

majeures impliquées dans le processus de formation des pores par 'aérolysine [77].

Tout d’abord, la séquence pro-peptidique CTP qui maintient la protéine sous sa forme inactive
est clivée ce qui permet 1’oligomérisation des monomeres solubles (soluble) (Fig. 25) [77]. Le
clivage du CTP et I’oligomérisation engendrent une réorganisation de plusieurs domaines de la
protéine dont une rotation du domaine 1 qui est orientée et devient capable de se fixer au
récepteur de la protéine avec le domaine 2. Il y a également une réorganisation du domaine 4
qui grace a I’oligomérisation des monomeéres permet un assemblage en une structure pré-pore
heptamérique correspondant a un tonneau béta, via des interactions hydrophobes (pre-pore)
(Fig. 25) [77]. Cet assemblage des monomeéres est suivi d’'un mécanisme d’insertion particulier

dit « tourbillonant » (swirling mechanism) permettant le passage du pré-pore au pore (Fig. 25)
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[77]. Au cours de cette transition, les domaines 3 et 4 subissent une rotation et se positionnent
de facon quasi parallele a la membrane. En méme temps, la réorganisation du domaine 4 permet
d’extraire la boucle pré-stem (post pre-pore) (Fig. 25) [77]. La boucle pré-stem se replie et
adopte une forme allongée qui a la capacité de s’insérer dans la membrane, ce qui lui permet
d’¢étirer le tonneau béta sur une longueur d’environ 8,7 nm en prévision de I’enfoncement du
tonneau béta a son tour dans la membrane (quasi-pore) (Fig. 25) [77]. Cette étape est suivie de
torsions au niveau de la partie inférieure des tonneaux béta, plus précisément a I’interface entre
les domaines 2 et 3, et a ’interface entre les domaines 3 et 4, aboutissant a 1’enfoncement
complet du tonneau béta dans la membrane sans désorganisation de sa structure (pore) (Fig.

25) [77].

Oy

(1) soluble (2) pre-pore (3) post pre-pore (4) quasi-pore (5) pore

Figure 25 - Représentation schématique des différentes étapes du mécanisme d’insertion du
pore d’aérolysine dans une membrane lipidique. Le clivage de la boucle CTP engendre
I'oligomérisation des monomeres solubles pour former un pré-pore (1-2). Le passage du « pre-
pore » au « post pre-pore » implique une extraction de la boucle pré-stem survenant suite a
une réorganisation du domaine 4 (2-3). Le repliement et I'allongement de la bouche pré-stem
permet de tirer sur le tonneau béta et de passer a I'étape de « quasi-pore » (3-4). Le tonneau
béta subit des torsions permettant I'enfoncement complet du pore dans la membrane (4-5).
Légendes : boucle CTP (noir) ; domaine 1 (rouge) ; domaine 2 (bleu foncé) ; domaine 3
(violet) ; tonneau b (bleu turquoise) ; récepteur (vert) ; boucle pré-stem (jaune) ; (Adaptée de

[77]).
3.3 Structure et propriétés électriques du canal

Le pore d'aérolysine présente une structure en forme de «champignon » constituée
principalement de deux domaines : un premier domaine cis (chapeau) restant extracellulaire
lors de son insertion dans la membrane, et un second domaine trans (tige) inséré dans la
membrane lipidique (Fig. 26) [77]. Le domaine cis présente des structures secondaires en
rubans d’hélices alpha, et le domaine trans, des structures secondaires en un tonneau de feuillets
béta. Le pore présente un diamétre qui varie entre 1 et 1,7 nm, sur une longueur totale d’environ

9 nm, et une largeur totale de 14 nm (Fig. 26) [77]. Le pore d’aérolysine structuré sous la forme
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d’un tonneau béta présente deux constrictions, la premiere observée a I’entrée et la deuxiéme

observée a la sortie du pore [77].

8,7 nm

Figure 26 - Représentation du nanopore d’aérolysine produit par Aeromonas hydrophila.
Représentation du pore en structures secondaires vue de face (gauche) et vue de haut (droite).
Chaque monomeére du pore est représenté par une couleur. Les dimensions du pore indiquent
une largeur totale de 14 nm, une longueur totale de 8,7 nm, et un diamétre interne compris
entre 1 et 1,7 nm. (PDB : 5JZT ; [77])

L'une des caractéristiques les plus importantes du pore d’aérolysine pour son utilisation pour la
détection ¢lectrique de molécules uniques est sa distribution de charge. Le tonneau béta est
compos¢ d'une alternance d'acides aminés positifs et négatifs (lysine et acide glutamique)
formant des anneaux de charges [272]. Le motif d’alternance de résidus hydrophobes-
hydrophiles (Fig. 27) est présent sur une distance d’environ 2,5 nm correspondant a la distance
moyenne de la région hydrophobe d'une bicouche lipidique eucaryote. Il se termine au niveau
d'un anneau de résidus aromatiques orienté vers l'extérieur formé par Trp-265 et Tyr-233. Ces
deux résidus forment une ceinture aromatique idéalement positionnée et fournissant un ancrage

idéal de la structure a la limite externe de la bicouche lipidique.

Une autre caractéristique intéressante du pore d'aérolysine est son grand nombre de résidus
chargés pointant vers la lumiére du pore. On compte un total de 91 charges (de la position 198
a 290) organisées en anneaux (13 par monomeres), dont 7 charges positives ne sont pas
appariées (charge nette +7¢) [272,279,280]. Ces observations sont opposées a celles réalisées
chez les PFT issues de la famille de Staphylococcus aureus qui manquent de résidus chargés
dans la lumieére des pores. Ces caractéristiques sont supposées étre responsables de
I’amélioration considérable de l'interaction électrostatique entre certains analytes comme par
exemple les acides nucléiques et le pore, conduisant a un ralentissement de la vitesse de

transport de I’ADN dans 1’aérolysine, qui est mesurée comme étant trois fois plus faible en
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comparaison a la vitesse de transport de I’ADN mesurée dans 1’a-hémolysine. La réduction de
la vitesse de translocation d’une chaine d’ADN conduit a une durée de visite prolongée de la
chaine dans le pore ce qui peut permettre d’obtenir des informations plus détaillées et plus

précises sur des molécules individuelles (nucléotides).

Asn226
Tyr233

Figure 27 - Modeéle quasi-atomique de la structure du pore d’aérolysine sauvage montrant
les résidus impliqués dans l’ancrage du pore dans la membrane et les résidus chargés
pointant vers la lumiere du pore. (a) Représentation en structures secondaires du tonneau béta
du pore d'aérolysine avec la partie représentée entre les lignes en pointillés correspondant a
la zone transmembranaire ou I'on visualise I'alternance de résidus d'acide glutamique (Glu) et
de lysine (Lys), et la zone supérieure ou I'on visualise les résidus aromatiques tryptophane (Tyr-
265) et tyrosine (Tyr-233) permettant I'ancrage du pore a la limite externe de la membrane de
lipides. (b) Vue de haut (gauche) et de face (droite) du nanopore d’aérolysine et I’arrangement
de ses sept monomeres, avec la visualisation des résidus Glu, Lys, et Arg (Arginine) positionnés
a l'interface entre deux monomeres et impliqués dans /’oligomérisation (Adaptée de [272]).

L’insertion du nanopore dans des bicouches lipidiques planes reconstituées a permis de réaliser
des mesures concernant les propriétés électriques du pore. L’aérolysine présente une
conductance unitaire de 420 pS, une légere sélectivité aux anions, une légere rectification du
courant, et une sensibilité au voltage [281-283]. Le pore est généralement stable et reste ouvert
entre 70 et -70 mV, et peut présenter des comportements d'ouverture et de fermeture (gating)
en dehors de cette gamme de tensions. Egalement, des pores de conductance plus faible ou plus
¢élevée sont parfois observés, ce qui peut étre attribué soit a la formation de pores constitués

d’un nombre de monomeres inférieur ou supérieur a sept, soit a I’insertion simultanée de

plusieurs pores dans la membrane.

3.4 Détection de molécules par le nanopore d’aérolysine

Depuis les premicres études ayant utilisées I’aérolysine comme nanopore, notamment pour la

détection de peptides structurés en hélices alpha [242], et pour la translocation de protéines
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dépliées [160]; les travaux proposant I’utilisation du pore se sont multiplié€s et ont été appliqués

a la détection de diverses molécules [25,266].

Le nanopore d'aérolysine a d'abord été utilisé pour 1'étude du transport des peptides. Dans ces
études, il a ét€ montré que 1'aérolysine est sensible a la longueur de I'hélice alpha et a la charge

nette du peptide [242], et a la nature de la structure secondaire du peptide [246].

D'autres expériences ont montré qu’il est possible de suivre le dépliement des protéines
sauvages et mutantes [217,225], le transport de protéines déplié¢es [160,284], et le transport de
chimeres ADN-protéine [220].

L'aérolysine a également été utilisée pour étudier la dynamique de polymeres synthétiques non
ioniques (PEG) et de molécules cavitaires (cyclodextrines). Les auteurs de cette étude se sont
intéressés au transport de ces molécules, par électrosmose ou par électrophorése, a travers le
nanopore d'aérolysine [283], et a la contribution de ces forces motrices au transport (direction
et force) de ces molécules dans différentes conditions expérimentales en électrolyte (KCl versus
LiCl). Ces travaux, auxquels j'ai pu contribué, ont particulierement montré que le phénomeéne
d'¢lectroosmose est plus dominant dans I'aérolysine que dans 1'a-hémolysine. En 1’occurence,
I’utilisation de LiCl dans les expériences réalisées avec 1’aérolysine, permet d’étendre la
détection a des molécules de PEG de longueurs qui ne parviennent pas a étre détectées avec l'a-

hémolysine.

Plus récemment, il a ét¢é montré qu’il existe une influence de la tension électrique, de la
concentration de I’analyte, et de la longueur de l'analyte, sur la dynamique du transport de

polymeéres de dextrane sulfate avec le nanopore d'aérolysine [285].

D'autres études ont porté sur le mécanisme d’entrée et de transport des nucléotides en fonction
de la température ou de la force électrique [27,286], la modification de nucléotides [287], ainsi

que la discrimination en taille de polymeres de PEG [26] et de nucléotides [288].

Une revue concernant I'ensemble des analyses ayant été réalisées avec le nanopore d'aérolysine,
et a laquelle j'ai participé durant ma these, a été publi¢e en 2019 dans la revue ACS Sensors et

est présentée en Annexe 1.

Dans le cadre de la démarche scientifique des travaux de cette thése, on se limitera a la
description des travaux récents ayant utilisés le nanopore d'aérolysine pour mettre en avant son

pouvoir de résolution, notamment pour la séparation en taille de divers analytes.
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A notre connaissance, aucun nanopore biologique a I’état sauvage n’avait permis d’atteindre
une résolution de détection d’un acide aminé sans modification chimique du canal. L'aérolysine
se présente comme un candidat de choix pour atteindre cette résolution car il existe plusieurs
exemples dans la littérature, illustrant la capacité de ce nanopore a atteindre une résolution de
discrimination d’une unité monomérique, comme dans le cas de polymeres synthétiques [26],

ou de courtes chaines d’oligonucléotides [288].

Les travaux de Kasianowicz & Robertson et al. décrits dans la partie n°1 de ce chapitre [175]
avaient déja permis plusieurs années auparavant de démontrer le lien existant entre la longueur
d’une chaine de polymere de PEG et les caractéristiques d’amplitude et de durée du blocage du
courant engendré lorsque la molécule est transportée dans le nanopore. Les auteurs avaient plus
particulierement montré la possibilité d’atteindre une résolution de discrimination d’une unité
monomérique (44 g/mol) dans le contexte de I’analyse d’un mélange polydisperse de PEG avec
le nanopore d’a-hémolysine. Ces travaux étaient a 1’origine de I’introduction du concept de la
« spectrométriec de masse par nanopore ». Il avait été également montré par la suite que
I'augmentation de la concentration en sels (3-4 M) augmente d'une fagon spectaculaire les

interactions entre les molécules de PEG et I’a-hémolysine [176,289].

Ces travaux ont été repris en 2015 dans le but d’analyser des molécules de PEG avec le
nanopore d’aérolysine et de comparer les résultats obtenus avec ceux précédemment observés

avec le nanopore d’a-hémolysine [26].

Un paramétre important pour 1’obtention d’un spectre de discrimination d’un mélange
polydisperse de PEG avec une trés bonne résolution est le temps de résidence. Il avait été
observé que ce sont les temps de résidence particulierement longs atteints grace a I’utilisation
de hautes concentrations en sels qui permettaient en partie d’atteindre une telle résolution de

séparation des chaines de polymeres.

Dans le cas de I’a-hémolysine, les molécules de PEG sont détectées sous 1’action d’une tension
¢lectrique positive lorsqu’elles sont ajoutées en solution du coté cis du pore. Les temps de
résidence les plus longs sont mesurés sous I’action d’une différence de potentiel de +40 mV ce
qui a conduit les auteurs a obtenir des spectres de masse permettant de discriminer des
molécules de PEG de 24 (767 g/mol) a 48 (2088g/mol) monomeres avec une résolution de

séparation d’un monomere.
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Quand les auteurs ont réalisé les mémes expériences avec 1’aérolysine (Fig. 28), il est apparu
dans un premier temps que les polymeéres ne sont pas détectés sous I’action d’une tension
électrique positive mais sous 1’action d’une tension électrique négative. Au contraire de 1’a-
hémolysine, le spectre de masse obtenu a -40 mV ne permet d’observer aucune distribution de
pics attribuables aux différentes populations ajoutées en solution (Fig. 28). En augmentant la
tension ¢électrique progressivement, une résolution de détection et de séparation des polymeres
est obtenue a partir de -80 mV, et la discrimination est meilleure avec I’augmentation de la
tension électrique de -80 mV a -120 mV et jusqu’a -160 mV (Fig. 28). En comparaison avec
I’a-hémolysine, le spectre de masse obtenu avec le nanopore d’aérolysine est étendu et permet
de détecter des molécules de PEG de 17 (767 g/mol) a 48 (2088 g/mol) monomeres, offrant la
possibilité de détecter des chaines bien plus courtes (Fig. 28).

Dans le cas de D’aérolysine, I’augmentation de la tension électrique appliquée permet
d’augmenter les temps de résidence des chaines de PEG dans le pore d’aérolysine, ce qui laisse
penser que les interactions entre les polymeéres et le pore sont favorisées sous 1’action de plus
hautes tensions ¢€lectriques. C’est ce qui serait a 1’origine de 1’obtention de la séparation des
polymeéres avec une résolution d’un monomere, et plus particulierement pour les plus petites
chaines de polymeéres non détectées avec le nanopore d’a-hémolysine. Cette hypothese a été
confirmée en comparant la dynamique d’entrée de PEG 1500 g/mol (polydisperse) a travers
I’aérolysine en fonction de la nature du sel (KCI versus NaCl). Les ions K+ se complexeraient
aux chaines de PEG, ce qui indique qu'une augmentation de la force €lectrique entrainerait les
chaines de polymeres dans le pore sans qu’elles puissent étre transportées, car le temps de
résidence augmente de fagon exponentielle avec la force électrique [290]. L’augmentation des
durées de bouchage tend a réduire la dispersion des valeurs moyennes du courant de chaque
population, permettant ainsi une meilleure discrimination des populations. Toutefois, méme si
les durées de blocages sont suffisamment longues, la discrimination des populations peut étre
perdue, si la chaine n’est pas entiérement logée dans le pore. C’est le cas du PEG de masse
molaire 3400 g/mol (PEG 3400) par exemple [177], ou une partie de la chaine est logée dans le
pore et 1’autre partie reste a I’extérieur du pore. Dans cette situation le bloc est saturé, les
amplitudes de courant sont maximales et identiques, ne permettant donc pas la discrimination
des différentes especes du PEG 3400. Cependant, la discrimination des différentes populations
du PEG 3400 a pu étre observée quand la température avait été augmentée a 45°C.
L’augmentation de la température entraine 1’effondrement du PEG par une transition pelote-

globule, induisant une diminution de la dimension des différentes especes du PEG 3400, leur

72



permettant d’étre logées entiérement dans le pore. En conclusion, la discrimination en taille est
obtenue si et seulement si les temps de résidence sont suffisamment longs, et a condition que
la chaine soit entiérement logée dans le pore pour que chaque monomére de la chaine puisse

contribuer au blocage du courant [177].

L’aérolysine a également été utilisée pour détecter des courts oligosaccharides composés de 6,
8, et 10 unités monomériques [291]. Dans ce travail, il a ét¢ montré que ces oligosaccharides
chargés négativement issus de la dégradation enzymatique en temps réel de molécules d’acide

hyaluronique, sont discriminables en fonction de leur longueur.

trans i E

b)
A1 -40 mV B1 8 - .
"""""""""""""" E [ .3
za| . o [ " s
£ s et 3
) > ¥ T -~ 2
: [ 8
e ) us *‘*MT““"’:"’“’T"’ - g
on\OV 3 4 3 0 7
A2 -80 mV B2 _
________________________ S - o
-4 LT TN LT th g 1l i .8
| | 'k . @
S B UEEMGG 1 g
— ] i <
B 111 U 90 O B0 I e 3 - W’w.ﬁm 'JUJ ¥ o  F
d 4 ; 6 "
2)(10
A3 -120 mV B3 _ 8
________________________ S - - o
E - , g
4 LT L LR S A DV ‘ ’“m‘ ‘ | i
o 1 { | | | s~ -1 s
& T ” | -~ 2
T T T L R R $ = il U YU 'u\. 'w.,..zlJJ 2o 2 g
o ' H 7
2x10
Aa -160 mV Ba
R T MR g - o
] g L - o~
e, e *"ml e
8 e - F 3
= 3
> ! g - “p f 5 T g
W . e LU L O ‘ o
- 200 ms © 5 ‘Ww\m L»JJuvuJ\_,u_ o>

2x10
171

o

Figure 28 - Discrimination de molécules de PEG avec une résolution de séparation d’un
monomere, obtenue avec le nanopore d’aérolysine sauvage. (a) Schéma représentatif d'un
nanopore d'aérolysine (bleu) inséré dans une bicouche de lipides (jaune) et mis en présence de
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molécules de PEG (rouges) ajoutes dans le compartiment cis (haut). (b) Portions de traces de
courant en fonction du temps (gauche), et histogrammes du courant relatif résiduel Iv/lo (ligne
noir) superposes aux nuages de points (points rouge) de la distribution des durées de blocage
en fonction de Iv/lo (droite), obtenus dans le cas de I'analyse d'une solution polydisperse de
PEG (1500 g/mol) du c6té cis du nanopore d aérolysine, sous l'action d'une tension électrique
appliguée en trans de -40 mV (A1), -80mV (A2) ; -120 mV (A3) ; et -160 mV (A4). On visualise
que jusqu’a -120 mV, plus |'amplitude de tension électrique est importante, plus les durées de
blocages du courant sont longues, et plus la résolution de détection et discrimination est
améliorée (bas). Les durées de blocage semblent diminuer a -160 mV, mais la discrimination
est conservée. (Adaptée de [26]).

L’ensemble de ces résultats obtenus avec 1’aérolysine ont orienté son utilisation pour 1’analyse

de courts oligonucléotides de tailles et de séquences différentes [27,292,293] mais également

pour la détection de modifications chimiques d'oligonucléotides [294,295].

Des auteurs ont démontré en 2016 [27] que de courts oligonucléotides d’adénine d’une longueur
de 2, 3, 4, 5, et 10 nucléotides, analysés avec I’aérolysine (Fig. 29), individuellement ou dans
un mélange, produisent des blocages du courant bien distinguables sur la base de leurs
amplitudes de blocage du courant et de leurs durées de blocage du courant. Ainsi, ils
parviennent a €tre discriminés avec une résolution de séparation d’un nucléotide d’adénine (174
g/mol) (Fig. 29). Ces résultats ont été obtenus par 1’utilisation d’une solution ionique a une
concentration de 1 M. Ces conditions expérimentales sont classiquement utilisées dans des
expériences avec des nanopores, mais la concentration de la solution ionique est plus basse que
dans le cas de la discrimination des molécules de PEG avec 1’aérolysine. Les auteurs ont
¢galement prouve que la distinction des populations ne provient pas d’artefacts mais bien de la
détection des oligonucléotides qui sont discriminés. Ils ont apporté la preuve de cela en réalisant
une dégradation enzymatique en temps réel de 1’oligonucléotide d’une longueur de cinq
adénines, qui révele I’apparition progressive de populations supplémentaires correspondant a
des chaines de plus courtes longueurs. La résolution de séparation atteinte dans cette ¢tude a
également été attribuée a la géométrie du pore, et a I’état de charge de 1’aérolysine, qui aurait
de fortes interactions €lectrostatiques avec les oligonucléotides chargés négativement, détectés

sous I’action d’une tension électrique positive.
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Figure 29 - Discrimination de courts oligonucléotides avec une résolution de séparation d’un
nucléotide avec le nanopore d’aérolysine sauvage. (a) Schéma d'un nanopore d'aérolysine
inséré dans une bicouche de lipides en présence d'oligonucléotides transportés dans le pore.
(b) Portion d'une trace de courant typique obtenue dans le cas de I'analyse d'un mélange
d'oligonucléotides d'adénine (dA) d'une longueur de 2, 3, 4, 5 et 10 nucléotides ajoutés du coté
cis du nanopore d'aérolysine. Les différents nucléotides sont distingués selon /’amplitude du
blocage du courant que chacun engendre. L'histogramme du courant relatif (1/lo)
correspondant a !’analyse de la trace du courant, montrant I'apparition de cing populations
caractéristiques des cing types de nucléotides présents en solution. (Adaptée de [27]).

Par la suite, les méme auteurs ont démontré que le changement d’un nucléotide individuel au
sein d’un oligonucléotide est détect¢ avec le nanopore d’aérolysine. L’analyse
d’oligonucléotides constitués de 4 adénines dans lequel le quatriéme nucléotide est a chaque
fois substitué par une cytosine, une guanine, ou une thymine, ont été analysés avec le nanopore
d’aérolysine individuellement ou dans un mélange, et sont parvenus a étre discriminés a partir
des amplitudes et des durées de blocage spécifiques pour chacune des substitutions (Fig. 30).
Certaines substitutions restent difficiles a distinguer. C’est le cas de CA3 et TA3 dont les

amplitudes de blocage du courant sont trés proches pour étre distinguées a partir des traces du

courant obtenues en temps réel.

Il a été également montré I’identification des différentes bases de I’ADN avec des
homoséquences ou heteroséquences d’ADN [279] ; mais également de la méthylation de I’ADN

a partir de sérum [266].
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Figure 30 - Discrimination d’oligonucléotides d’adénine présentant une substitution d’un
nucleotide individuel. (a) Schéma représentatif d'un nanopore d'aérolysine inséré dans une
bicouche de lipides en présence d'oligonucléotides d'une longueur de 3 adénine (A3) auxquels
est lié a leur extrémité un quatriéme nucléotide dont la nature chimique varie parmi les 4
nucléotides : A (AA3), T (TA3), C (CA3) ou G (GA3). (b) Portions de traces de courant et (c)
histogrammes du courant résiduel (haut) et nuages de points de la distribution des durées de
blocage en fonction du courant résiduel (bas), dans le cas de I'analyse des oligonucléotides
AA3, TA3, CA3, et GA3. Les résultats montrent que chaque type de nucléotide induit des
blocages du courant distinguables en termes d'amplitudes des blocages du courant, et de durées
des blocages du courant. (Adaptée de [279]).
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3.5 Résumé

L’aérolysine est un nanopore qui a montré son utilité pour la détection de différentes types de
molécules. Il a plus particulierement montré son pouvoir de résolution supérieur pour la
détection et la discrimination en taille de polymeéres synthétiques, ainsi que d’oligonucléotides,
par rapport a d’autres canaux, avec une résolution de séparation d’une seule unité monomérique
au sein d’un mélange polydisperse ; et pour la détection de la variation d’un nucléotide

individuel au sein d’un oligonucléotide.

Dans les travaux décrits dans cette partie, il a été mis en évidence que 1’utilisation de conditions
expérimentales de hautes concentrations en sels (1-4 M) et de tensions €lectriques bien définies,
permettent d’étre dans un régime d’analyse dans lequel, d’une part, la chaine analysée est
entierement accommodée a 1’intérieur du nanopore. De de cette fagcon, chacun des monomeres
de la chaine logé dans le pore contribue au blocage du courant. D’autre part, les temps
d’interaction mesurés entre les chaines analysées et le pore sont maximisés (de I’ordre de
plusieurs millisecondes), ce qui permet de réduire la dispersion mesurée autour de la durée
moyenne des blocages du courant de chaque espeéce. Ensemble, ces critéres sont a I’origine des

signaux spécifiques mesurés pour chaque espece de polymere d’une longueur donnée.

C’est dans ce contexte que dans le cadre des travaux de cette these, notre choix s’est porté sur
I’utilisation du nanopore d’aérolysine que nous avons d’abord utilis¢ pour évaluer dans quelle
mesure la discrimination en taille de molécules avec une résolution d’une unité monomérique
peut étre appliquée a I’analyse de courts peptides. Ces travaux qui constituent le premier résultat

majeur de ma theése sont présentés par la suite.
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Chapitre 2 : Méthode expérimentale

Le principe de la technique utilisée dans cette thése consiste a mesurer le blocage du courant
ionique induit par la présence d’une molécule dans un nanopore inséré dans une bicouche
lipidique séparant deux compartiments remplis d’électrolyte. Les caractéristiques des blocages
du courant (profondeur, durée, fréquence) dépendent des propriétés de la molécule (nature,

longueur, charge, composition chimique, conformation et structure).

Nous présenterons dans ce chapitre la méthode permettant la mise en place des expériences de
mesures du transport de molécules uniques a travers un nanopore biologique inséré dans une

membrane.

I. Dispositifs expérimentaux de mesure électrique

1.1 Dispositif expérimental classique

Toutes les expériences réalisées reposent sur I'utilisation de la technique d’¢électrophysiologie,
connue aussi sous le nom de la technique des bicouches lipidiques planes. Il existe de

nombreuses fagons de configurer le dispositif expérimental.

Le premier dispositif expérimental classique qui a principalement été utilisé est décrit a la suite

(Fig. 31).

1.1.1 Cellule de mesure

Le dispositif inclut I’utilisation d’une cellule de mesure divisée en deux compartiments pouvant
contenir chacun un volume d’environ 1 mL de solution ionique (ou électrolyte) (Fig. 31). Les
deux compartiments sont séparés par une paroi dans laquelle est percé un trou d’un diamétre
d’environ 150 pm (Fig. 31). La reconstitution d’une bicouche lipidique se fait manuellement
par le dépdt d’un film de lipides au niveau du trou micrométrique (Fig. 31). La cellule de mesure
est fabriquée en polytétrafluoroéthyléne (PTFE ou Téflon®) qui est un matériau hydrophobe
permettant 1’adhésion des lipides. La cellule de mesure est également pré-traitée avant
I’expérience de formation d’une bicouche lipidique. Le pré-traitement consiste a étaler et a
laisser sécher pendant au moins 30 minutes une couche primaire de la méme solution de lipides
(< 1 pL) au niveau de la paroi et du trou. Cette étape permet de préparer la surface a

I’accrochage des lipides pour la formation d’une bicouche lipidique stable.
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1.1.2 Electrodes de mesure et chaine d’acquisition du signal

L’utilisation d’¢électrodes d’argent (Ag) permet d’appliquer une différence de potentiel et de
mesurer le courant ionique circulant entre les deux compartiments. Deux électrodes sont
plongés dans chacun des compartiments (Fig. 31). Avant d’étre utilisées, les €lectrodes sont
préparées en recouvrant leur surface par du chlore (chloridation) pour former les électrodes
Ag/AgCl. Le processus de chloridation est important car le potentiel de ces électrodes qui doit
rester fixe dépend de la présence des ions chlorure. La réaction chimique correspondante est la

suivante :
AgCl +e- == Ag+ + Cl-

11 existe différentes méthodes pour convertir les électrodes d’argent en électrodes Ag/AgCl. Les
¢lectrodes d’argent sont généralement plongées dans une solution d’hypochlorite de sodium
(Javel) riche en chlore. La chloridation des électrodes peut également se faire par voie
¢lectrochimique (¢électrolyse, galvanisation) par exemple en plongeant les ¢lectrodes dans une

solution de HCI1 ou de NaCl et en appliquant une différence de potentiel de 0,7 V [296].

Cette étape est indispensable a la mesure d’un courant stable au cours du temps. En effet, le
chlorure d’argent est 1égérement soluble dans les solutions a haute concentration en chlorure de
potassium (KCI). Ainsi, il peut étre recommandé que la solution de KCl soit saturée en chlorure

d’argent pour éviter la disparition de la couche de chlorure d’argent de la surface de 1’¢électrode.

La qualité de 1’¢lectrode a une importance pour le controle de paramétres comme la dérive du
courant au cours du temps, la stabilité de la mesure, la reproductibilité de la mesure, et le bruit

électrique mesuré.

Par convention, 1’électrode du compartiment cis est reliée a la masse (électrode de référence au
potentiel nul) et via I’électrode du compartiment trans, le potentiel électrique est appliqué et le
courant électrique mesuré grace a une téte de mesure qui contient un convertisseur courant-
tension et un préamplificateur (Axopatch 200B patch-clamp amplifier, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) qui recoit et adapte le signal en améliorant le rapport signal-sur-bruit

avant sa transmission vers I’amplificateur principal de la chaine d’acquisition (Fig. 31).

Les électrodes peuvent également étre au cours de 1’expérience plantées dans des ponts
d’agarose pour les protéger. Pour cela un gel d’agarose a 2% (poids/volume) est préparé par

solubilisation de la poudre d’agarose dans du KCI a 3M pH 7,5 et est coulé dans des cones de
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10 uL. Les ¢lectrodes sont insérées dans les cones remplis de gel d’agarose au début de

I’expérience et c’est le cone qui est plongé dans le compartiment rempli d’électrolyte.

Le signal amplifié est ensuite envoyé a une chaine d’acquisition comprenant un systéme
d’amplificateur, un filtre passe bas, un convertisseur analogique — numérique (DigiData 1440A
AD-converter, Molecular Devices), une carte d’acquisition et un systéme de stockage et
d’analyse sur ordinateur (Fig. 31). La visualisation des traces de courant sur 1’ordinateur est

assurée par le logiciel Clampex 10.2 (Molecular Devices).

Les paramétres de filtre, de mode de mesure (whole cell ou patch clamp), et de gain, sont
controlés via I’amplificateur. La fréquence d’échantillonnage est fixée via le logiciel Clampex.
La tension appliquée peut étre contrdlée via le logiciel Clampex ou manuellement via

I’amplificateur.

De fagon a contrdler la température de 1’¢lectrolyte, la cellule de mesure est équipée d’un
systéme de refroidissement a effet Peltier (CL-100, Warner Instruments). Avec cet équipement,

la température peut étre fixée entre 5 et 45°C.

En fonctionnement normal, la cellule de mesure est enfermée dans une cage de Faraday qui est
une cage métallique disposée autour de la cellule de mesure de fagon a I’isoler des interférences
externes. Durant les expériences réalisées, les courants €électriques mesurés sont trés faibles (de
I’ordre du picoAmpere) et le moindre bruit électrique provenant d’une source extérieure peut
perturber et déformer le signal. Il est nécessaire d’installer le dispositif sur une surface qui
I’isole des vibrations (tables anti-vibrations) de I’environnement qui peuvent également causer

des perturbations du signal.
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Figure 31 - Schéma d'un montage expérimental classique d’'enregistrement électrique par
nanopore. (a) Une cellule de mesure est constituée de deux compartiments (cis et trans) qui
sont chacun rempli par une solution en électrolyte d'un volume de I'ordre du millilitre et qui
sont séparés par une paroi dans laquelle est percée un trou permanent de 150 um de diametre.
(b) Une membrane isolante correspondant a une bicouche lipidique plane est verticalement
formée au niveau du trou micrométrique. (c¢) Un nanopore individuel correspondant a une un
toxine qui forme des pores est inséré dans la bicouche de lipides et forme un canal de diamétre
nanomeétrique qui relie les deux compartiments. Des analytes peuvent étre ajoutés en solution,
dans le compartiment cis, trans, ou dans les deux compartiments. (d) Une paire d'électrodes
(Ag/AgCI) est utilisée pour appliquer une tension transmembranaire. L'électrode plongée dans
le compartiment cis est reliée a une masse, et I'électrode plongée dans le compartiment trans
permet de mesurer le courant ionique circulant a travers le nanopore au cours du temps. (e)
Le signal electriqgue analogique obtenu par la mesure du courant circulant a travers le
nanopore est d'abord pré-amplifié par la téte de I'amplificateur, puis de nouveau amplifié par
un filtre passe-bas, avant d'étre digitalisé et finalement interprété et enregistré par un logiciel
informatique d'acquisition contrélé dans I'ordinateur (f). (g) Les compartiments, les électrodes,
et le pré-amplificateur sont placés a I'intérieur d'une cage de Faraday dans le but d'étre isolés
du bruit électrique environnant.
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1.2 Dispositif expérimental haut-débit (Orbit 16, MECA chips)

Le second dispositif que I’on a utilisé est une technologie dont le principe est similaire a celui
du dispositif classique mais qui permet la formation simultanée de 16 bicouches lipidiques en

parall¢les et I’insertion d’un nanopore dans chacune des bicouches formées (Fig. 32).

Pour pouvoir réaliser cela, I’entreprise lonera Technologies a développé des micropuces
¢lectroniques (MECA chips, Multi-Electrode Channel Array) constituées de 16 cavités de 50
um de diametre et de 8 um de profondeur reliées chacune a une ¢électrode (Fig. 32). Le matériau
de base constituant les micropuces correspond a du verre qui est recouvert d’une couche de
titane (20 nm) et d’une couche d’or (200 nm) pour former I’électrode. L’ or est un des matériaux
les plus utilisés pour les électrodes en raison de sa conductivité €lectrique élevée, sa bonne
stabilité¢ chimique, et sa biocompatibilité. Cependant, les métaux nobles comme 1’or présentent
une faible adhésion aux matériaux comme le verre en raison de leur incapacité a former des
interfaces métal-oxyde stables [297]. Pour cela, il est nécessaire d’utiliser une fine couche d’un
métal comme le titane qui permet une adhérence de 1’or au substrat en verre en créant des
interfaces d’oxyde assez facilement. Par-dessus des couches, I’ensemble la surface de la puce
est recouverte d’un polymere, le SU-8, sauf au niveau des 16 cavités. Le SU-8 est une résine
photosensible communément utilisée dans la fabrication de microsystémes qui adhere tres bien
au matériau substrat et est chimiquement inerte une fois qu’elle y est fixée (liaisons
covalentes) ; et présente également 1’avantage d’étre utilisée pour réaliser des motifs par

photolitographie.

Les puces sont utilisées dans un dispositif de mesure, 1’Orbit 16, développé et commercialisé

par I’entreprise Nanion.

Dans le dispositif de mesure, la puce est posée a la verticale sur un support qui permet de
positionner ses €lectrodes aux connecteurs permettant de la relier a I’amplificateur (Fig. 32).
Chacune des 16 cavités forme un compartiment trans individuel. Le compartiment cis est
commun aux 16 cavités. Le compartiment cis est créé en placant une chambre en PTFE a la
surface de la puce qui encadre les 16 cavités. La chambre est maintenue stable a la surface de
la puce par I'utilisation d’un joint en silicone positionné a sa base. La chambre formée est le
plus souvent remplie d’un volume de 150 pL bien qu’elle puisse contenir un volume allant
jusqu’a 400 pL. En comparaison avec le dispositif classique présenté plus haut, la possibilité
de travailler ici avec un volume environ 10 fois plus petit permet de réaliser une économie des

analytes étudiés qui peuvent étre coliteux comme c’est le cas de certains peptides et de certaines
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protéines. L’¢lectrode reliée a la masse est plongée a la surface de la chambre remplie

d’¢électrolyte.

Avec ce dispositif, les bicouches lipidiques ne sont pas formées manuellement. Un processus
automatisé de formation des bicouches de lipides par rotation a été mis en place. Le principe
consiste a déposer une goutte de lipide a la surface de la micropuce, au plus prés des cavités.
Un barreau aimanté en PTFE est déposé a la surface de la puce et entre en rotation sous I’action
d’un champ magnétique ce qui permet d’étaler les lipides sur I’ensemble des 16 cavités et
aboutit a la formation spontanée des bicouches de lipides dans les différentes cavités. La vitesse
et le sens de rotation du barreau aimanté peut étre contr6l¢é manuellement. Le dispositif peut

étre utilisé en deux modes.

Le premier mode permet de visualiser le signal et d’agir sur les 16 canaux en méme temps.
Dans ce mode, I’acquisition du signal se fait par I’amplificateur interne a 1’Orbit 16, le Tecella
16-multichannel (Foothill Ranch, CA, USA), et le suivi du signal par le logiciel Tecella Lab
version 0.84. Ce mode est souvent utilisé dans un premier temps pour suivre la formation des

membranes simultanément dans les 16 cavités.

Le second mode permet de passer d’un canal a 1’autre, de les contrdler un a un, et de visualiser
ce qu’il se passe dans chacun d’eux. Dans ce mode, ’acquisition du signal se fait par un
amplificateur externe comme celui utilisé dans le dispositif classique (Axopatch 200B patch-
clamp amplifier, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), et le logiciel GePulse (Michael
Pusch, Italian National Research Council) est utilis¢ pour suivre le signal. Ce mode est
généralement choisi lorsque des pores se sont insérés dans des membranes lipidiques et que

I’on souhaite suivre et enregistrer le signal du pore vide ou en présence d’analytes d’intérét.
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Figure 32 - Schéma d'une micropuce électronique a multiples cavités, utilisée pour
I'enregistrement électrique simultané de signaux provenant de multiples nanopores.
L'amplificateur multi-cavités (a), avec un convertisseur Analogique-Digital (AD), et un filtre
intégré, est contr6lé par un ordinateur (b), et mis en contact avec les cavités de la micropuce
(MECA 16) (c) via ses 16 points de contacts numérotés de 1 a 16. Des lignes d'or relient les
points de contact aux microélectrodes (MECs) de chaque cavité. Les cavités sont situées dans
une zone centrale de 1 mm? (d). L'insert () montre le schéma d'une MEC qui est formée par
lithographie photorésistante sur un substrat en verre. Le fond de chaque MEC contient une
électrode Ag/AgCl nanoporeuse formée par le dép6t microgalvanique d'Argent suivi d'une
chloridation. Ensuite, la membrane peut étre formée par "peinture™ actionnée a distance de
lipides ou par la formation de bulles. La reconstitution de pores (f) se fait de la méme maniére
gue dans le montage classique.
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I1. Membranes de lipides

2.1 Composition chimique et organisation des bicouches de lipides

La membrane plasmique des cellules limitant le milieu intérieur du milieu extérieur est
principalement composée de lipides et de protéines dont les proportions varient d’une cellule a
I’autre. La membrane plasmique est une bicouche de lipides d’un diamétre de 4 a 6 nm, c’est-
a-dire un assemblage de deux feuillets de lipides dont les deux constituants principaux sont les

phospholipides et les protéines.
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(a) Chemical structure of a phospholipid

Figure 33 - Représentation schématique et structure chimique d’un phospholipide et de son
arrangement dans une bicouche de lipides.

Les phospholipides sont les lipides les plus représentés au sein des bicouches lipidiques. Les
phospholipides sont composés d’une téte polaire hydrophile et d’une queue apolaire
hydrophobe composé de deux chaines d’acides gras de longueurs différentes (Fig. 33). Une de
ces deux chaines est dite insaturée car elle porte une ou plusieurs doubles liaisons. Dans une
bicouche lipidique, les molécules de phospholipides sont réparties de maniere asynchrone dans
les deux feuillets membranaires. Les tétes polaires sont dirigées vers I’extérieur et les queues
apolaires vers I’intérieur (Fig. 33). Les bicouches lipidiques peuvent également étre constituées
d’autres types de lipides, comme les glycolipides ou les molécules de cholestérol. Les
glycolipides qui sont généralement exclusivement retrouvés dans le feuillet externe des

bicouches de lipides, jouent un réle dans I’interaction de la membrane plasmique avec
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I’environnement grace a la chaine glucidique les composant, et qui est accessible dans le milieu
extérieur (e.g récepteur de protéines). Le cholestérol est un lipide également trés abondant (30
a 50%) dans les membranes lipidiques, mais est présent exclusivement chez les cellules
eucaryotes et joue un role de rigidification des membranes en s’intercalant entre les molécules

de phospholipides.

L’acquisition d’une organisation en bicouches de lipides dépend de la structure de la molécule
de lipide engagée. Dans le cas ou le lipide est constitué d’une queue hydrophobe composée de
deux chaines d’acide gras, I’organisation obtenue correspond a une bicouche lipidique plane ou
sphérique (liposomes) (Fig. 34). Dans le cas ou la queue hydrophobe n’est constituée que d’une
chaine d’acide gras, les lipides s’organisent en une monocouche, qui dans certains cas peut étre

sphérique pour former des micelles (Fig. 34).

Liposome

Figure 34 - Modes d*organisation des lipides. Schéma représentatif d*une bicouche de lipides
sphérique (a), en micelle (b), ou plane (c). (Adaptée de [298])

Le chimiste Langmuir obtient en 1917 [299] les premieres membranes artificielles composées
de phospholipides en utilisant les propriétés polaires des molécules et en montrant que les
phospholipides peuvent s’étaler a la surface de I’eau en orientant leur téte hydrophile au contact
de I’eau. Quelques temps plus tard, en 1925, les scientifiques Gortel et Grendel posent
I’hypothése que la seule limite stable pouvant exister entre deux compartiments aqueux

correspond a une bicouche lipidique [300].
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Par la suite, les progrés de la microscopie ont notamment permis de montrer que les bicouches
lipidiques sont dynamiques en observant que les deux composants majoritaires, les lipides et
les protéines, sont mobiles a I'intérieur de la membrane plasmique (Fig. 35). Les lipides
parviennent a se déplacer dans la membrane de deux fagons, soit par une diffusion latérale dans
le feuillet dans lequel ils font partie ; soit par une rotation simple sur eux-mémes (flip-flop)
(Fig. 35). Ces déplacements sont principalement assurés par des protéines spécifiques. C’est
ainsi que les lipides synthétisés dans le cytosol de la cellule parviennent a intégrer le feuillet

externe de la membrane plasmique.

Les mouvements de déplacements des lipides dans les membranes dépendent de la fluidité des
membranes, qui dépend elle-méme de parametres comme la température, le pH, mais également

de la composition lipidique de la membrane.

Par exemple, une augmentation de la température contribue a augmenter la fluidité¢ de la
membrane. La présence d’acides gras insaturés dans les queues hydrophobes des phosholipides,
diminue les interactions entre les chaines lipidiques, ce qui aura également tendance a
augmenter la fluidit¢ des membranes ; alors que les acides gras saturés auront tendances a

rigidifier la membrane, de la méme fagon que la présence d’une forte proportion de cholestérol.

Lateral diffusion
Rotational diffusion (fast)

(veryfast) C__D

Transverse
diffusion
(very slow)

Figure 35 - Schéma représentatif des mouvements de diffusion des lipides dans une
membrane. Les lipides diffusent de facon latéral ou par rotation d’'un niveau a un autre (flip-
flop) dans les membranes lipidiques. (Adaptée de [301])

2.2 Méthodes de reconstitution des bicouches de lipides

En 1962, Montal et Mueller et leurs collégues montrent pour la premicre fois la possibilité de
former des bicouches lipidiques planes « in vitro » [43]. La technique utilisée par Mueller
consiste a solubiliser des lipides dans un solvant non polaire et stable puis a peindre et brosser

ces lipides sur une surface de Téflon disposant d’un trou de I’ordre d’une centaine de microns
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en son centre. Ce dépot de lipides au niveau du trou micrométrique entraine la formation d’une
bicouche lipidique [43,302]. La formation de la bicouche se fait par un assemblage spontané
des molécules de lipides qui vont orienter les parties hydrophobes vers 1’intérieur et les parties
polaires vers le solvant [303] qui lui se réorganise pour €tre réparti a la fois autour du trou et
autour de la bicouche lipidique [304] (Fig. 36). Un exemple d’un type de solvant utilisé pour
solubiliser les lipides peut étre un alcane de type décane ou hexadécane. C’est en fonction du
type de solvant utilisé pour solubiliser les lipides que varie 1'épaisseur de la bicouche lipidique
formée. L utilisation de I’hexadécane (Ci¢H34) permettra par exemple 1’obtention de bicouches
de lipides plus minces que 1’utilisation de décane (CioHz2). En effet, I’hexadécane qui est une
molécule plus grande que le décane se retrouvera en dehors de la bicouche de lipides alors que
les plus petites molécules de décane auront tendance a rester entre les feuillets de
phospholipides lors de la formation de la bicouche lipidique. La structure des lipides peut

¢galement avoir une influence sur I’épaisseur de la bicouche lipidique [304].
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Figure 36 - Formation d’une bicouche lipidique plane par la méthode Montal-Mueller.
Schema représentatif de la formation d'une bicouche de lipides plane par la méthode de
Montal-Mueller qui consiste a en élever le niveau de la solution sur le c6té gauche de
I'ouverture (a), puis sur son c6té droit (b), ce qui aboutit a la formation de la membrane (c).
(Adapteée de [305])

Dans le cas de I’utilisation du dispositif classique, la reconstitution des bicouches lipidiques

planes se fait manuellement.

Le type de lipides utilisé pour former des bicouches lipidiques avec la cellule de mesure utilisée
correspond au 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPhPC). Le lipide de synthese

DPhPC a été congu pour les mesures en électrophysiologie en s’inspirant des lipides
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phytanoyles observés dans les membranes cellulaires d’Archée et qui, par leur stabilité et leur
durabilité, aident ces organismes a supporter des concentrations extracellulaires élevées de sels
ou d’acide, et empéchent la perméabilité a I’eau et le stress osmotique. Cette stabilité physico-
chimique ¢levée des phytanoyles a été attribuée aux chaines des lipides qui sont entierement
saturées ce qui les rend beaucoup moins sensibles a la dégradation chimique par 1’air ou par la
lumiére. Cela confére aux membranes d’autres propriétés trés intéressantes comme une
transition des lipides de la phase gel a la phase fluide inexistante a température ambiante. Le
lipide DPhPC reste en phase liquide dans une large gamme de température allant de -120 a
120°C. Le lipide DPhPC est également hautement soluble dans les solvants organiques. Enfin,
les bicouches lipidiques formées a partir de DPhPC présentent une résistance €lectrique élevée
qui est une condition préalable pour réussir une expérience dans laquelle la conductance du
canal ionique est généralement de 1’ordre du picoAmpere. Pour ces raisons, les DPhPC sont
souvent utilisés comme lipides constituants des membranes mod¢eles pour des expériences en
¢lectrophysiologie, plus particuliérement pour le suivi de I’insertion de nanopores biologiques

dans des bicouches lipidiques et pour leur caractérisation [306].

Les bicouches lipidiques sont formées a partir d’une solution de 1% (poids/volume) de 1,2-
diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) dissout
dans du décane (10 mg/mL, Sigma Aldrich, France) ou dans de 1’octane dans le cas du dispositif

haut-débit utilisant les micropuces de verres (MECA).

A I’aide d’un pinceau ou d’une micropipette, une goutte de lipide est déposée puis étalée sur le
trou de 150 um de la cuve ayant été préalablement traitée. Sous ’action de la capillarité et des

forces de Van der Walls, la bicouche lipidique se forme spontanément.

2.3 Caractérisation électrique des bicouches de lipides

La formation de la bicouche lipidique est suivie électriquement par mesure en temps réel du
courant ionique circulant entre les deux compartiments. La mesure d’un courant ionique
d’intensité nulle est un indicateur de I’isolation électrique des deux compartiments mais n’est
pas forcément un indicateur de la reconstitution d’une bicouche lipidique plane. La qualité de
la bicouche lipidique plane est validée par la mesure €lectrique de sa résistance (qui traduit la
résistance de la membrane au passage des ions) et de sa capacité (qui traduit 1’épaisseur de la
membrane). Dans nos conditions expérimentales, seuls les films de capacité supérieure a 55 pF

et de résistance de ’ordre du GigaOhm sont considérés comme des membranes lipidiques et
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sont utilisés pour les expériences de transport. Ces membranes ont une €paisseur d’environ 5

nm.

I11. Aérolysine recombinante et insertion d’un nanopore dans une
membrane

3.1 Production et purification de I’aérolysine

Le pore utilisé dans toutes les expériences réalisées est I’aérolysine. L’aérolysine utilisée est
une forme sauvage recombinante produite dans Escherichia coli au sein de mon laboratoire

d’accueil [24]. La toxine est produite sous forme de pro-aérolysine.

La séquence codante de la pro-aérolysine a été cloné dans le plasmide pET22b-PA (fourni par
F. Gisou van der Goot, EPFL, Lausanne). Ce plasmide permet I’expression inductible a I'IPTG
de la toxine chez Escherichia coli en introduisant un signal de localisation periplasmique. Le
systeme de clonage utilisé¢ ajoute également une étiquette histidine (His-tag) en C-terminal qui
facilitera la purification de la protéine. La fraction du périplasme contenant la pro-aérolysine
soluble est utilisée pour étre purifiée par chromatographie par affinité sur mini-colonnes de Ni*?

(His SpinTrap mini-colums, GE Healthcare Life Science).

Pour son utilisation comme nanopore dans nos expériences, la pro-aérolysine doit étre activée
par clivage du pro-peptide de 41 a 43 acides aminés présent a ’extrémité C-terminal de la
protéine. Les monomeres activées s’oligomérisent (heptamere) pour former des nanopores
d'aérolysine dans les membranes lipidiques. L’activation est réalisée par digestion enzymatique
de la pro-aérolysine par la trypsine a température ambiante pendant environ quinze minutes

pour cliver le pro-peptide.

3.2 Insertion et propriétés électriques du canal

Une fois active, [’aérolysine est ajoutée a une concentration de I’ordre du nanomolaire en
solution dans un seul compartiment pour former des nanopores. Par convention, I’aérolysine

est ajoutée dans le compartiment électriquement relié¢ a la masse (compartiment cis).

L’insertion d’un nanopore dans la bicouche de lipides formée est suivie en temps réel par le
suivi de I’évolution du courant mesuré en fonction du temps. Typiquement, I’insertion d’un
nanopore d’aérolysine entraine un saut de courant d’environ 100 pA pour une différence de

potentiel appliquée de +/- 50 mV, a 20°C, et en présence d’une solution ionique de chlorure de
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potassium (KCI) a 4 M tamponnée par 5 mM d’HEPES et ajustée a pH 7,5. Cette valeur
correspond au courant unitaire du pore d’aérolysine dans ces conditions expérimentales. Ces
conditions expérimentales ont été utilisées dans toutes les expériences présentées dans les

chapitres n°3 et n°4.

Le nanopore d’aérolysine présente une rectification du courant (Fig. 37) dont le pourcentage
varie en fonction des conditions expérimentales et se traduit par un courant mieux conduit a

travers le pore sous 1’action de tensions électriques positives.
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Figure 37 - Rectification du courant dans le nanopore d’aérolysine. Courbe représentative
de I'évolution du courant ionique en picoAmpere (pA) en fonction de la tension appliquée du
coté cis d'un nanopore d'aérolysine inséré dans une bicouche de lipides en présence d'une
solution ionique de KCI a une concentration de 4M, stabilisée a pH 7,5, par une solution
tampon d'HEPES a une concentration de 5 mM, et a une température ambiante d'environ 20°C.
Le nanopore d’aérolysine peut s’insérer soit en présentant son chapeau vers le compartiment
cis ce qui se traduit par la mesure d’un courant légérement plus grand sous 1’action d’une
tension négative par rapport a la méme valeur de tension positive, ou dans le contraire soit en
orientant son chapeau vers le compartiment trans. Les pores conservés pour le transport
d’analytes correspondent a ceux dont le chapeau est orienté vers le compartiment trans et

correspondent au cas le plus représentatif.
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V. Détection électrique

Sous I’action d’un champ électrique, une molécule chargée peut étre entrainée dans le pore. La
présence d’une molécule dans le pore augmente la résistance électrique du pore. Cette
augmentation de la résistance électrique est traduite par une chute brusque du courant €lectrique

appelée blocage du courant, impulsion électrique, ou événement.

Pour fixer les ordres de grandeurs et décrire les effets attendus dans nos expériences, nous
rappelons ci-dessous quelques éléments du calcul de la résistance électrique d’un pore
cylindrique conducteur en présence d’une bille isolante, décrits dans les références [37] et

[307]. La géométrie et les variables utilisées sont décrites sur la Figure 38.
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Figure 38 - Schéma représentatif du principe de la résistance électrique d'un cylindre en
présence d'une bille isolante. (a) un cylindre de longueur L et de diametre D rempli d'un fluide
conducteur de résistivité électrique p. (b) une particule de diamétre d est ajoutée dans le
cylindre.

4.1 Résistance électrique d’un pore cylindrique en présence d’une particule sphérique

Maxwell est le premier a avoir calculé la variation de résistance €lectrique due a la présence de
billes sphériques en suspension diluées dans un fluide conducteur [308]. En notant g.fr la
résistivité effective d’une solution de billes infiniment diluée et g la résistivité de 1’¢électrolyte

pur, Maxwell obtient la relation :

ory =0 (1454 )
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ou f est la fraction volumique de la solution occupée par les billes ( f < 1).

Si le diametre du pore est trés grand devant le rayon de la bille, on peut négliger les effets de
confinement et appliquer directement la formule précédente. Comme la résistance d’un pore
cylindrique de diamétre D, de longueur L, rempli d’un fluide de résistivité g, est simplement
donnée par :

_ 4oL

Ry =—7=(2
0 T[DZ()

En introduisant une particule de diamétre d dans le cylindre, sous les hypothéses de 1’équation

(1), la résistance R;, du systéme s’écrit :

b D2 nD?

(13 )-nfiodre )

ou £, qui est la fraction volumique de la sphere dans le cylindre, s’écrit :

@) e

%)2 i ~3D2L

f (4)

A
D’ou :
d3

Au premier ordre, la variation relative de la résistance électrique s’écrit :

AR _R,—Ry d°
R R, D2L

(6)
La relation (6) est indépendante de la conductivité de ’¢électrolyte.

Considérons maintenant I’autre cas limite correspondant a la situation ou le diametre des billes
est comparable au diamétre du pore (d < D), en supposant toutefois la bille centrée sur 1’axe
du cylindre. Les effets de courbure sont dans ce cas négligeables. Localement, la résistance de
la région située entre la paroi du pore et la sphére est celle d’un anneau cylindrique. La

contribution dominante a la résistance totale est alors donnée par I’expression générale :
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L/2 d(z)

R=p ‘”2@(7)

ou A(z) est I’aire de la section annulaire entre la sphére et le cylindre a I’abscisse z. Si 1’origine

est prise au centre de la sphére, A(z) = % (D? — d? + 4z?) pour z < d/2. La variation relative

de la résistance s’écrit :

AR _ D sin~1(d/D) _il @)
R L 1—(d/D)? D

Les expressions ci-dessus peuvent étre affinées et généralisées a des expressions qui couvrent
pratiquement tout le domaine 0 < d < D. C’est le cas en particulier de la formule suivante,
semi-empirique [37] :

AR a3 1

R~ D2L|1-10,8(d/D)? )

i . L. AR . . _ .
La variation relative de la résistance — est proportionnelle a la variation relative du courant

AR Al _ Ip-I I , .
- =7= °I—b =1- I—b, I, étant la valeur du courant du pore vide et I, la valeur du courant
0 0

du pore en présence d’une particule.

N
Le courant relatif I—b s’écrit :
0

Iy ) a3
I, =~ D2Ll1-0,8(d/D)3

(10)

On peut remarquer dans 1’équation (10) que les valeurs du courant relatif sont comprises entre

Oet1.

e La valeur minimale du courant relatif I—b = 0 correspond a la situation ou le pore est
0

totalement occupé (d = D).

) o \ Lo \
e La valeur maximale du courant relatif I—b =1 correspond a la situation ou le pore est
0

vide ou en I’absence de particule (d = 0)
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. y g - . I N . . N
e Les valeurs intermédiaires du courant relatif 0 < I—b < 1 correspondent a la situation ou
0

le pore est partiellement occupé, elles couvrent pratiquement tout le domaine de taille

de particules (0 < d < D).

L’expression (10) est en accord qualitatif avec les expériences de discrimination en taille des
macromolécules a travers les nanopores protéiques, mais ne décrit pas en toute rigueur les
dépendances observées expérimentalement. L’expression (10) est purement géométrique et ne
prend pas en compte en particulier les interactions molécule/nanopore, les interactions
intramoléculaires, les effets du confinement, et la qualité du solvant sur la conformation des

molécules.

4.2 Grandeurs mesurables

Les blocages du courant ou impulsions peuvent étre caractérisé€s par trois grandeurs physiques

mesurables ; leur amplitude, leur largeur, et leur nombre :

- L’amplitude des impulsions (blocages du courant) donne une information sur la taille des
objets analysés. Plus la taille de I’objet est grande, plus I’amplitude de I’impulsion est

importante.

- La largeur des impulsions donne une information sur la dynamique du transport, c’est-a-dire
sur le temps de résidence de 1’objet dans le pore ou la durée de vie de I’interaction de 1’objet

avec le pore.

- Le nombre des impulsions refléte la concentration des molécules en solution, et traduit la

fréquence de molécules ayant visités 1’intérieur du pore.

Les objets détectés sont identifiés a la fois par I’amplitude du blocage du courant et la durée du

blocage du courant qu’ils entrainent.

A partir des grandeurs physiques directement mesurables tels que le temps de résidence 7 et la
fréquence des événements v, on peut déterminer les constantes cinétiques des interactions
bimoléculaires existant entre les analytes et le nanopore, ainsi que 1’énergie libre standard AG°,
a I’¢échelle de la molécule unique. L’ observation directe des interactions entre les analytes et le
pore protéique revient a décrire ’entrée de 1’analyte dans le pore comme la formation d’un

« complexe » pore/analyte.

La constante d’association k,,, est proportionnelle a la fréquence v des blocages de courant :
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kon(M_ls_l) = 1;/ (1D
avec c, la concentration de 1’analyte.

La constante de dissociation ks est inversement proportionnelle a la durée des blocages de

courant 7 :

1
kopr(s™) = - (12)

La constante d’association d’équilibre qui donne I’affinité entre le pore protéique et ’analyte

s arit - -1y — konM7Is™H
s’écrit : K(M™) = kor oD (13)

L’énergie libre standard AG® s’écrit :
1
AG® = —kgTIn (E)(H)
kgT étant I’énergie d’agitation thermique.

4.3 Analyse de données

Durant I’expérience en temps réel, les données mesurées sont enregistrées a partir du logiciel
Clampex. Les grandeurs physiques mesurées (amplitude, temps et fréquence) nécessitent des
analyses statistiques robustes et reproductibles. Pour réaliser ces analyses statistiques, des
milliers d’événements de blocage du courant sont enregistrés. On détaille ci-dessous I’ensemble
de ces analyses statistiques qui sont toutes réalisées avec le logiciel Igor Pro 6.12A

(WaveMetrics, Portland, OR, USA) et des algorithmes développés dans I’équipe.

4.3.1 Histogramme tout point, méthode des seuils, et détection

Comme dans toutes les expériences effectué¢es sur des molécules uniques, les mesures sont
sensibles au bruit thermique ou électrique provenant des appareils. Pour extraire le maximum
d'informations du signal électrique enregistré, il faut séparer le bruit du signal électrique qui

nous intéresse.

La méthode des « seuils » (Fig. 39) est le moyen le plus simple et le mieux adapté pour éliminer
le bruit et extraire les informations des traces de courant enregistrées [309]. Cette méthode

repose sur le principe qu’une impulsion électrique ne sera prise en compte dans l'analyse
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statistique que si son amplitude est en dessous d’un certain seuil correspondant a un niveau de

courant défini.

Pour appliquer cette méthode, la premiére étape consiste a réaliser, a partir d’une trace de
courant, un histogramme des intensités de courant (ou la somme du nombre de mesures qui est
tracé en semi-log) (Fig. 39). C’est I’histogramme « tout point » car il est formé a partir de
I’ensemble des points de la trace de courant enregistré dont le nombre dépend de la fréquence
d’échantillonnage fixée. La valeur moyenne < Io> et I'écart-type ¢ du courant de pore vide sont

obtenus par un ajustement (fit) de cette population par une fonction gaussienne (Fig. 39).

La seconde étape consiste a appliquer deux seuils. Un premier seuil est fixé a <Ip> -4c, et un
second seuil est fixé a <Ip> -55. Tout événement de chute de courant dépassant le premier seuil
(seuil 1 ou thl) est compté comme un événement de blocage du courant dans I’analyse (Fig.
36). Dans le cas contraire, la chute de courant est éliminée de 1’analyse et considérée comme
¢tant due a du bruit électrique. Ainsi, ce premier seuil permet d’éliminer 98% du bruit
¢lectrique. Le second seuil (seuil 2 ou th2) est nécessaire pour identifier et isoler les événements
de blocage du courant uniquement provoqués par 1’analyte d’intérét, ¢’est-a-dire dans notre cas

les homopeptides, et permet d’extraire la valeur de courant de blocage moyen <I,> (Fig. 39).

Apres avoir identifié les événements de blocage associés au transport d’une molécule dans le
pore, une analyse statistique est réalisée a partir de ces données pour extraire plusieurs
informations comme le courant I, lorsque le pore est bouché par une particule permettant
ensuite de remonter aux courants relatifs résiduels Iv/Io ; la durée de blocage du courant, pour

chaque événement de la trace de courant ; et la fréquence de survenue des chutes du courant.

On s’intéresse principalement aux distributions des amplitudes de blocage du courant

(histogramme) et aux distributions des durées de blocage du courant (nuage de points).
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Figure 39 - Méthode d’analyse utilisée pour la détection d’événements de blocage du courant
a partir d’un enregistrement électrique. (a) Trace de courant et histogramme de distribution
des points de /’ensemble des points de la trace de courant. (b) Trace de courant montrant un
événement non retenu pour [’analyse statistique (gauche) et un événement retenu pour
I’analyse statistique (droite). La détection des blocages du courant provoqueés spécifiquement
par les peptides est basée sur une méthode de seuils : un blocage du courant est considéré
comme potentiellement provoqué par un peptide si son niveau de courant est plus petit que le
seuil 1 (thl) et plus petit que le seuil 2 (th2). Au contraire, si le niveau de courant d’un
évenement de blocage du courant est supérieur a ces deux seuils, alors il n’est pas considéré
comme étant un blocage entrainé par un peptide.

4.3.2 Caractérisation de I’amplitude ou du courant relatif résiduel

Le premier parametre auquel on s’intéresse pour caractériser des analytes ajoutés en solution
en présence d’un nanopore est I’amplitude. Pour cela, I’amplitude est traduite en courant relatif
résiduel qui correspond au ratio du courant mesuré lorsque le pore est vide (lo), et le courant
mesuré lorsqu’un analyte bouche le pore (Ip). Par rapport a I’amplitude de blocage du courant,

le courant résiduel refléte le courant restant lorsqu’un blocage du courant survient.

L’histogramme du courant relatif résiduel correspond a la représentation du nombre
d’événements en fonction des valeurs de Iv/Io (Fig. 40). L’histogramme est construit avec un
certain nombre de bins, d’une épaisseur définie, dont le choix dépend du niveau de détail

recherché et du nombre d’événements représentés. Dans les résultats présentés par la suite, nous
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avons choisi d’utiliser, pour réaliser les histogrammes de Iv/Io, une épaisseur de bin de 0,002

(500 bin entre 0 et 1 ; cf. Chapitre n°3), et de 0,001 (1000 bin entre 0 et 1 ; cf. Chapitre n°4).

Cette représentation permet de voir si une population se dessine ce qui indiquerait que la
présence d’un analyte en solution entraine des événements d’amplitudes reproductibles (Fig.
40). Sur la représentation schématique en Figure 40, on peut voir sur I’illustration que plus

I’analyte est volumineux, plus I’amplitude de bouchage est importante et plus le courant

résiduel est faible.

Dans le cas ou une population se dessine sur I’histogramme, il est possible de déterminer
précisément sa valeur moyenne <Iy/Io> et sa déviation standard ¢ en réalisant un ajustement
Gaussien de la population. On considérera que I’ensemble de la population est compris entre

<Ip/lo> +/- 30.
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Figure 40 - Principe de I’analyse d’une population polydisperse par un nanopore. (a) Schéma
représentatif d ‘une cuve constituée de deux compartiments séparés par une paroi au niveau de
laquelle un nanopore est percé. Un échantillon polydisperse est ajouté en solution. (b) L ‘entrée
d’une molécule d 'une taille donnée dans le nanopore engendre un blocage dont / ‘amplitude est
caractéristique de la taille de la molécule. (c) Histogramme du courant relatif résiduel Iv/lo
dans le cas de [’analyse de la trace de courant obtenue, montrant 3 pics a des valeurs de Iv/lo
définies et qui correspondent aux trois niveaux d ‘amplitudes observés sur la trace de courant ;
reflétant la présence des trois populations en solution. (d) Distribution des durées de blocage
du courant en fonction de Iv/lo (nuage de points) associee, montrant un alignement des points
au niveau des mémes valeurs de Iv/lo que les trois populations observées sur [ histogramme en
(b). La présence de molécules de différents volumes est & /’origine de blocages de courant
d’amplitudes (b, c) et de durées (d) variables. (d, e, f) Exemple de !’analyse d’un échantillon
polydisperse de peptides avec le nanopore d’aérolysine montrant une portion d’une trace de
courant en fonction du temps au niveau de laquelle sont visualisés des blocages du courant
d’amplitudes et de durées variables (a). L analyse statistique de /’ensemble de la trace de
courant enregistrée durant cette analyse, permet d’obtenir [’histogramme de lu/lo et la
distribution des durées de blocage en fonction de Iv/lo, qui montrent ’apparition de 6 pics et
de 6 concentrations de nuages de points aux mémes valeurs de Iv/lo, distincts. Ces pics
correspondent aux 6 populations présentes en solution. La valeur moyenne <lIy/lo> de chaque
population est déterminée par un fit Gaussien (ligne rouge) sur [’ histogramme en (f).

101



4.3.3 Caractérisation des durées de blocage du courant

Le second parametre auquel on s’intéresse pour caractériser les analytes étudiés correspond aux
durées de blocages des événements enregistrés. Contrairement aux amplitudes, les durées de
bouchage présentent le plus souvent une large gamme de distributions de temps ce qui ne
permet pas directement d’identifier un analyte a partir du temps de blocage du courant qu’il

produit en temps réel. On s’intéresse plutdt au calcul des durées moyennes.
Plusieurs représentations sont utilisées pour caractériser les durées de blocage des événements.

La premicre représentation la plus classique correspond a la distribution du nombre
d’événements comptés en fonction des durées des blocages du courant (Fig. 41). Un ajustement

exponentielle de la distribution permet d’obtenir une valeur de la durée moyenne de bouchage.

La seconde représentation correspond a un nuage de points de la distribution des durées des
blocages du courant détectées en fonction du courant relatif résiduel Ip/Io (Fig. 41). Cette
représentation permet de caractériser de fagon qualitative la distribution des temps d’une

population.

4.3.4 Caractérisation des fréquences de blocage du courant

Le temps inter-événement (T1) correspond au temps entre le début d’un premier événement et
le début de I’événement suivant. L’inverse du Ti donne une information sur la fréquence
d’apparition des événements de blocage du courant. La fréquence de blocage peut ainsi étre

déterminée de plusieurs manieres a partir des Ti.

La premicre représentation la plus classique consiste a construire la distribution du nombre
d’événements en fonction des temps inter-événement (Fig. 41) et de faire un ajustement de la

distribution permettant de donner une information sur la fréquence moyenne.

Une autre fagon de déduire la fréquence moyenne est de facon arithmétique en divisant le

nombre total d’événements comptés par le temps total d’enregistrement.
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Figure 41 — Exemple d’une analyse statistique des durées et des fréquences des blocages du
courant. Représentation schématique d 'une portion d’une trace de courant en fonction du
temps illustrant la durée T (a) et la durée inter-évévements (b) des blocages du courant.
Histogrammes (haut de la sous figure) et histogrammes cumulatifs (bas de la sous figure) des
durées des blocages du courant (c) ou des durées inter-événements (d) ; obtenus pour deux
tensions électriques de -40 mV (rouge) et -60 mV (noir) dans le cas de [’interaction
d’homopeptides de 10 acides aminés (1,2 uM) avec le nanopore d aérolysine. Les experiences
ont réalisées en presence de KCI 4 M, HEPES 5 mM, pH = 7,5, a 20°C.

4.4 Expériences

Pour I’ensemble des expériences et résultats présentés dans les chapitres n°3 et n°4, nous avons
utilisé le dispositif expérimental vertical et le dispositif de mesure a haut débit qui ont été

précédemment décrits (cf. chapitre 2, 1.1 et 1.2).

4.4.1 Conditions expérimentales

L’ensemble des expériences ont été réalisées selon la méthode expérimentale présentée dans le
chapitre n°2. L’¢lectrolyte utilisé dans ces expériences correspond a une solution de chlorure
de potassium (KCl) a une concentration de 4 M, tamponnée avec une solution d’HEPES

préparée a une concentration de 5 mM (chapitre n°3) ou de 25 mM (chapitre n°4), et ajustée a
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un pH de 7,5 par 'utilisation d’une solution de KOH préparée a 6 M. Les membranes de lipides
ont été formées comme décrit dans le chapitre n°3 a partir de lipides diphytanoyl-
phosphocholine en poudre préparés a 1% par solubilisation dans une solution de décane. Pour
I’ensemble des expériences, un dispositif de controle de température a été utilisé et nous a
permis de fixer la température a 20,0 +/- 0,5°C. La préparation d’aérolysine active a été réalisée
par digestion par la trypsine a température ambiante durant 15 minutes comme décrit dans le
chapitre n°2. Dans ces conditions expérimentales, I’insertion d’un nanopore individuel dans la
membrane de lipides génere le passage d’un courant ionique d’environ -100 pA pour une
différence de potentiel négative appliquée de -50 mV. Toutes les expériences ont été réalisées

sous I’action d’une différence de potentiel de -50 mV, sauf cas contraire indiqué.

4.4.2 Acquisition du signal et analyse de données

L’acquisition du signal a été réalisée a une fréquence d’échantillonnage de 250 kHz (4 ps) ;

avec un filtre appliqué de 5 kHz (200 ps) ; et un gain de x10 (10 mV/pA).

L’analyse des données a été réalisée selon la méthode précédemment décrite (cf. chapitre 2,

4.3).

4.4.3 Analytes

Les objets analysés dans la premicre partie des travaux, présentée dans le chapitre n°3 sont des

homopeptides et des hétéropeptides.

Les homopeptides utilisés sont des peptides dont la composition (Nter-(X),-Cter) consistent en

I’enchainement d’acides aminés (X) d’une longueur comprise entre n=5 et n=10.

Les hétéropeptides utilisés sont des peptides d’une longueur de 10 acides aminés (Nter-(X)s-
(X2)s - Cter) ici formés par I’enchainement de 5 acides aminés de méme nature chimique (Xi)

suivis par ’enchainement de 5 acides aminés d’une autre nature chimique (X>).
Nous avons étudié plus précisément :

1) des homopeptides d’arginine (R,) d’une longueurden=>5, 6, 7, 8, 9, et 10 acides aminés (Rs-

10)

i1) des homopeptides de lysine (K,) d’une longueur de n=10 acides aminés (Kio) ;
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ii1) des hétéropeptides d’une longueur de 10 acides aminés composés de 5 acides aminés de

lysine suivis par ’enchainement de 5 acides aminés d’arginine (KsRs).

En accord avec le pHi des acides aminés étudiés (arginine et lysine), chacun d’eux porte une

charge positive a pH 7,5 (pHi(arginine) = 10,76 ; pHiqysine) = 9.74).

L’ensemble de ces peptides sont synthétisés par notre fournisseur (Protéogenix, Schiltigheim,
France) avec une pureté supérieure a 98%. Ces peptides sont également tous fournis sous une
forme lyophilisée et préparés a une concentration de 1 mM par solubilisation dans une solution

d’HEPES préparée a une concentration de SmM et ajustée a un pH de 7,5.

Les molécules analysées dans la deuxiéme partie des travaux présentée dans le chapitre n°4
sont des hétéropeptides nommés a la suite Xgr7 (NH2-R-R-R-R-R-R-R-X-COOH) dont la
composition correspond a un enchainement de 7 arginine (R7) suivi d’un huitiéme acide aminé
(X) dont la nature chimique varie parmi les 20 acides aminés protéinogénes. Nous avons
¢galement utilis¢ des peptides Xr7 dans lesquels des modifications chimiques ont ét¢ introduites
sur I’acide aminé X, plus particulierement les peptides suivants : (NO2)-Yr7, (P)-Yr7, et

(sulfoxide)-MRg7.

L’ensemble de ces peptides sont synthétisés par notre fournisseur (Clinisciences, Schiltigheim,
France) avec une pureté supérieure a 98%. Ces peptides sont également fournis sous une forme
lyophilisée et sont préparés a une concentration de 1 mM par solubilisation dans une solution

d’HEPES préparée a une concentration de 5 mM et ajustée a un pH de 7,5.
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Chapitre 3: Discrimination d’homopeptides avec une
résolution d’un acide aminé par le nanopore d’aérolysine

|. Introduction

L'objectif de ce chapitre est de présenter la premiére partie des travaux de recherche de ma thése
sur la discrimination en taille de courts peptides avec une résolution d’un acide aminé obtenue
avec le nanopore d’aérolysine sauvage. Nous décrivons d’une facon chronologique, comment
I’analyse d’un échantillon peptidique monodisperse nous a mené, d’une part, a comprendre et
montrer qu’il est possible d’obtenir la discrimination de courtes chaines peptidiques avec une
résolution d’un acide aminé par l'utilisation de ce nanopore ; et d’autre part, qu’il est possible
de détecter des fragments peptidiques présents a 1’état d’impuretés dans ces échantillons non
identifiés par les techniques conventionnelles d’analyse. Ces résultats constituent la premiére
démonstration d'une telle résolution et sensibilit¢ dans le cas de l'analyse de peptides par
nanopore, et ont été publiés en Mars 2018 dans la revue Nature Communications (Annexe 2).
[ls ont contribué a démontrer le haut pouvoir de résolution et la haute sensibilité de 1’aérolysine,
et ont été déterminant dans notre choix de proposer une stratégie de séquencage des protéines

basée sur I’utilisation de ce nanopore.
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1. Résultats & Discussion

2.1 Analyse d’une courte chaine peptidique issue d’un échantillon monodisperse

Des homopeptides d’arginine d’une longueur de 9 acides aminés (Ro), issus d'un échantillon
monodisperse de pureté supérieure a 98%, ont été ajoutés dans le compartiment Cis a une

concentration finale de 1 uM (Fig. 42).

Cis z : Trans
T s S -1
B ==
9aa 2 4
5 22 ‘————
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10 aa -_.
& ®
3 a =3
6aa s :

Figure 42 - Schéma illustratif du dispositif expérimental général. Un nanopore d’aérolysine
sauvage est inséré dans une bicouche de lipides plane. Des homopeptides d ‘une longueur de 5
a 10 acides amines sont analysés individuellement ou dans un mélange. Les homopeptides sont
ajoutés dans le compartiment cis. Le transport des chaines se fait sous /’action d’une tension
électrique négative appliquée en trans. Les expériences sont réalisées en présence d’une
solution ionique de KCI a une concentration de 4 M, ajustée et stabilisée a pH 7,5 par
['utilisation d’une solution tampon d’HEPES a une concentration de 5 mM, et a une
température contrélée de 20,0 +/- 0,5 °C.

L’addition de ces peptides entraine 1’apparition d’événements de blocage du courant (chutes ou
impulsions du courant), sous I’action d’une tension é¢lectrique négative (Fig. 43). Aucun
é¢vénement de blocage du courant li¢ a la présence de ces peptides n’a été observé sous 1’action
d’une tension électrique positive. Cette observation nous indique qu’il est dans un premier
temps possible de détecter les homopeptides d’arginine. Comme les acides aminés d’arginine
portent une charge positive a pH 7,5, les homopeptides d’arginine sont chargés positivement a
pH 7,5. Il semble cohérent, selon 1'action d’une force électrophorétique, de détecter ces peptides
en appliquant une différence de potentiel négative. L’entrée (ou I’interaction molécule-pore)

d'une chaine d'homopeptides Ro dans le nanopore bloque le courant a hauteur d'environ 70%

(Fig. 43).
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Figure 43 - Détection d’homopeptides d’arginine d’une longueur de 9 acides aminés avec
D’aérolysine. Portion d’une trace de courant en fonction du temps obtenue dans le cas de
[’analyse avec l’aérolysine d’une solution d’homopeptides d’arginine d’une longueur de 9
acides amines, d ‘une pureté supérieure a 98% . Les mesures ont été réalisées dans une solution
de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C, sous [’action d 'une tension électrique de +50 mV
appliquée en trans.

Cependant, d'autres événements d'amplitudes disparates sont observables sur la trace du courant
(Fig. 43). La fréquence et I'amplitude de ces événements sont faibles en comparaison aux
blocages majoritairement reproduits. La distribution des durées des blocages est tres dispersée,
allant d’une centaine de microsecondes a plusieurs dizaines de millisecondes pour les temps les
plus longs (Fig. 43). 1l apparait qu'il existe un lien entre 1'amplitude des blocages du courant et
leurs durées, c'est-a-dire que plus les événements ont une amplitude de blocage courte, plus la
durée du blocage est également courte, et vice versa (Fig. 43). Cela indique que ces blocages
du courant correspondent a l'entrée de molécules, plutdt qu'a de simples collisions non

caractéristiques.

En considérant que la solution d'homopeptides Ro analysée correspond a un échantillon
monodisperse, nous nous attendions a la présence de blocages du courant caractéristiques de ce
peptide en termes d’amplitude, et reproduits a chaque fois que le peptide est transporté dans le
pore. L’observation d’une disparité des amplitudes de blocages du courant était ainsi contre-

intuitive.

Pour comprendre ce résultat, nous avons réalisé une premiere analyse statistique classique
présentée en Figure 44. Cette analyse consiste a transformer I’ensemble des points du courant
enregistrés en « Histogramme tout point » selon la méthode présentée dans le chapitre n°2.
Rappelons ici que la fréquence d’échantillonnage est de 250 kHz, ce qui signifie qu’un point
de courant est enregistré toute les 4 ps. Cette représentation montre 1’apparition de deux

populations. Une premicre population est localisée a un niveau de courant moyen d’environ
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100 pA (Fig. 44). Cette population correspond au niveau du courant du pore vide nommé « Io

».

Number of
blockade events

-100

Current (pA)

Figure 44 - Analyse statistique de la trace de courant électrique obtenue pour l’analyse
d’homopeptides d’une longueur de 9 acides aminés avec [’aérolysine. Histogramme du
nombre de points en fonction du courant obtenu lors de I’analyse des homopeptides de 9 acides
aminés d’arginine avec l’aérolysine. Deux populations apparaissent : la premiére correspond
au niveau de courant du pore vide (lo, @ droite sur [’histogramme), et la seconde correspond
aux niveaux du courant des blocages apparus lors de /’analyse des homopeptides d’arginine
de 9 acides aminés avec [ ‘aérolysine (Ip, a gauche sur /’histogramme).

Une seconde population plus large est localisée plus a gauche de I’histogramme (Fig. 44). Cette
population correspond aux différents niveaux du courant « I, » mesurés lorsque le pore est
occupé par la présence d’homopeptides d’arginine. Cependant, bien que plusieurs pics soient
discernables au sein de cette large population, on peut remarquer que cette représentation ne

permet pas de mettre en exergue les différents niveaux des blocages du courant observés en

temps réel sur la trace de courant (Fig. 44).

La seconde analyse statistique, moins classique mais plus fine, consiste a représenter un
histogramme de la distribution de I’ensemble des niveaux de blocage du courant (Ip) normalisés
par le niveau de courant du pore vide (Ip) (courant relatif résiduel Iv/lp) (Fig. 45). Cette
représentation rend bien compte de la distribution de I’ensemble des niveaux de blocage du
courant observés sur la trace enregistrée, et permet de regrouper les niveaux préférentiels des
blocages du courant. Dans le cas de I’analyse de Ro, on voit trés clairement sur I'histogramme

un seul niveau préférentiel bien défini a une valeur de Iv/Io = 0,289 +/- 0,002 et une distribution
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dispersée du reste des niveaux de blocage du courant (Fig. 45, gauche). La représentation en
nuage de points de la distribution des durées des blocages du courant en fonction de Iv/lo a
¢galement été réalisée. Un nuage de points se dessinant a la méme valeur de Iv/Io confirme
I’existence d’une population pour laquelle les durées des blocages du courant s’étalent entre
environ 1 et 100 ms. Il est naturel d’associer ce niveau préférentiel de Iv/Ip aux interactions des
peptides Ro avec le pore d’aérolysine. Cependant, on ne peut pas en dire autant du reste des
niveaux de blocage du courant qui ne sont pas représentés sur cet histogramme. Ces blocages

du courant apparus en temps réel lors de I’analyse qualitative semblent donc étre minoritaires.

Traditionnellement, dans les expériences de translocation de macromolécules, ces blocages de
courant minoritaires peuvent étre associés a des événements de collision entre les molécules et
I’entrée du pore [309]. Cependant, il est important de souligner que 1’analyse présentée ci-
dessus a été réalisée a partir d’une trace de courant ne présentant pas un nombre d’événement
de blocages du courant suffisamment important pour nous permettre de caractériser les
populations minoritaires observées. La démarche que nous avons mise en place pour expliquer
I’origine de ces événements dispersés et minoritaires a consisté a s'intéresser a I’évolution de la
distribution de ces événements, en augmentant d’une manicre tres significative le nombre de
blocages du courant (> 2000 événements). Pour y parvenir, nous avons augmenté la durée

d’enregistrement de facon a obtenir une statistique plus importante.

L’analyse d’un plus grand nombre d’événements de blocage du courant montre I’apparition de
plusieurs niveaux préférentiels bien définis dans I’histogramme de Iv/Io (Fig. 45, droite). Les
niveaux de courant préférentiels sont clairement séparés les uns des autres. On peut y voir un
pic principal, de position identique a celui apparaissant sur le premier histogramme, a une
valeur de Iv/Io = 0,292 +/- 0,002. La variabilit¢ de la valeur du courant relatif mesuré peut
résulter des petites variations liées aux conditions expérimentales, comme par exemple
I’évaporation de 1’¢lectrolyte au cours de I'expérience. Ce pic a été attribué au peptide de 9
acides aminés. On peut y voir également quatre a cinq pics minoritaires additionnels, de
proportions plus faibles, bien séparés les uns des autres, et positionnés a des valeurs de Iv/Io

bien distinctes, indiqués par des fleches sur la Figure 45.

I1 a été ainsi mis en évidence que les blocages du courant minoritaires ne sont en réalité pas
négligeables, c'est-a-dire qu'il ne s'agit pas d'artefacts du signal, mais bien de blocages du
courant engendrés par l'entrée et/ou l'interaction d’homopeptides d’arginine avec le pore

d’aérolysine.
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Figure 45 - Analyse d’homopeptides d’une longueur de 9 acides avec le nanopore
d’aérolysine. (a) Histogramme de Iv/lo et distribution (nuage de points) des durées de blocage
du courant en fonction Iv/lo dans le cas /’analyse d’un faible (< 2000) nombre d’événements
de blocage obtenus pour la detection d’homopeptides Ry avec [’aérolysine. Les deux
représentations montrent [’apparition d’une population majoritaire a une valeur de Iv/lo
d’environ 0,3. (b) Histogramme de Iv/lo et distribution (nuage de points) des durees de blocage
du courant en fonction Iv/lo dans le cas /’analyse d’'un grand (> 2000) nombre d’événements
de blocage obtenus pour la detection d’homopeptides Ro avec [’aérolysine. Les deux
représentations montrent [/’apparition d’une population majoritaire a une valeur de Iv/lo
d’environ 0,3 et de quatre populations minoritaires a des valeurs de Iv/lo comprises entre 0,3
et 1 (fleches). Les mesures ont été réalisées dans une solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH =
7,5, @ 20°C, sous [ action d’une tension éelectrique de +50 mV appliquée en trans.
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Naturellement, la suite des expériences a consist¢ a essayer d’identifier ces différentes

populations secondaires.

Les échantillons peptidiques analysés par nanopore présentent une pureté supérieure a 98%. Il
existe donc seulement 2% d’impuretés dans ces échantillons. Une des hypothéses possibles
serait que ces populations correspondent a des peptides de plus courtes longueurs présents a
I’état d’impuretés dans 1’échantillon peptidique et parvenant a étre détectés par 1'aérolysine.
Cette hypothése indiquerait que le nanopore d'aérolysine nous permet de détecter des quantités
tres faibles présentes a I’état de traces dans un échantillon. Pour vérifier cela, nous avons réalisé
un calcul théorique de la variation de la résistance électrique du pore en présence d’un objet de
taille ou de volume fini dans le pore afin de déterminer les valeurs des niveaux de courant
attendues (cf. chapitre n°2). Les valeurs obtenues par calcul coincident avec les niveaux de
courant mesurés expérimentalement correspondant aux quatre populations localisées sur
I’histogramme. L’estimation théorique prédit que les quatre populations minoritaires

correspondraient a des homopeptides d’arginine de 5, 6, 7, et 8 acides aminés.

2.2 Détection et identification d’impuretés peptidiques

Pour vérifier cette hypothese expérimentalement, des échantillons d’homopeptides d’arginine
de haute pureté (> 98%) d’une longueur de 5, 6, 7, 8 et 10 acides aminés ont été commandés et
analysés individuellement. Pour I’analyse de chaque homopeptide d’une longueur donnée avec
I’aérolysine, des événements de blocage du courant de niveaux et de durées variables ont été
observés, de fagon comparable a ce qui avait été constaté pour le peptide de 9 arginines (Ro).
De nouveau, comme pour I’analyse du peptide Ro, les histogrammes Iv/Io montrent pour chaque
peptide d’une longueur donnée, I’apparition d’une raie majoritaire a un niveau de courant relatif
Iv/Io préférentiel (Fig. 46). On peut lire sur la figure les valeurs nominatives de courant relatif
Iv/Io correspondant aux raies majoritaires des homopeptides d’une longueur de 5 (0,234 +/-
0,001), 6 (0,286 +/- 0,002), 7 (0,353 +/- 0,002), 8 (0,435 +/- 0,002), 9 (0,530 +/- 0,002) et 10
(0,631 +/- 0,004) acides aminés d’arginine (Fig. 46).

De fagon remarquable, les valeurs nominatives de courant relatif Iv/Io correspondant aux raies
minoritaires observées dans le cas de I’analyse de 1’échantillon d’homopeptides de 9 acides
aminés, sont identiques aux valeurs nominatives de courant relatif Iv/Io correspondant aux raies
majoritaires des homopeptides de 5, 6, 7 et 8 acides aminés. On peut donc attribuer les raies
minoritaires observées dans le cas de I’analyse de 1’échantillon d’homopeptides de 9 acides

aminés pur a plus de 98%, aux fragments d’homopeptides d’une longueur de 5, 6, 7, et 8 acides
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aminés, présents en quantité tres faible dans cet échantillon. Le peptide de 10 acides aminés a
¢galement entrainé des blocages du courant dont I’amplitude est spécifique et distinguable des
autres peptides de plus courtes longueurs. Dans les conditions expérimentales utilisées, les
homopeptides d’arginine sont détectés uniquement lorsqu’ils sont ajoutés du coté¢ Cis du

nanopore d’aérolysine (Fig. 47).

Ces résultats montrent que la trés haute sensibilité du dispositif permet d’identifier des quantités
trés faibles de peptides. Ces peptides présents a 1’état de trace n’ont pas été caractérisés par
I’analyse en spectrométrie de masse classique et HPLC réalisée par le fournisseur. Ces résultats
nous permettent aussi de quantifier ces peptides malgré leur faible proportion de 1’ordre de 1%

du nombre total de molécules détectées, soit quelques dizaines de molécules dans 1’échantillon.

Un autre résultat est que la distinction de ces peptides signifierait qu’il est possible de
discriminer ces peptides avec une résolution de séparation d’un acide aminé, ce qui n’avait
jamais été montré en comparaison a des épingles d’ADN [178], a des polymeéres synthétiques

[26], ou encore a des oligonucléotides [288].
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Figure 46 - Analyse individuelle d’homopeptides d’une longueur de 5 a 10 acides aminés
avec le nanopore d’aérolysine. Histogrammes de lp/lo obtenus dans le cas de /’analyse
individuelle d’homopeptides d’arginine d’une longueur de 10 (b), 9 (c), 8 (d), 7 (e), 6 (f), et 5
(g) acides aminés, sous [’action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en trans.
L’analyse de chacun des peptides d une longueur donnée est a /’origine de [’apparition d’un
pic majoritaire a une valeur de lp/lo préférentielle et spécifique sur les histogrammes. Les
mesures ont été réalisées dans une solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C, sous
[’action d’une tension électrique de +50 mV appliquée en trans.

115



a)

Current (pA)

il

[ETETTey
LT

Cis Trans

-100 50 ] 50 100
Voltage (mV)

200+

4
b) !
I
I
v 100 = 1 -
T | g |
l X = |
§ & o 'E g = = = = = = = = = = = = o
R g |
— & =
i H o 1
E ¢ -100- ' o
Cis Trans !
I
I
-2004 1 -
T T T
100 -50 0 50 100
Voltage (mV)
200 - ! L =
c)

e
1
I
I
I
100 o |
I
I

‘*; E E F R S Seaa— L
——— m
# Y :
§ E]
E [ i ©
) 100+ L

e = = = = = =

-200 -

T
-100 -50 L] 50 100

Voltage (mV)

Figure 47 - Détection d’homopeptides d’arginine avec le nanopore d’aérolysine en fonction
du c6té du nanopore dans lequel sont ajoutés les peptides, et en fonction du signe de la
tension électrique appliquée. Courant électrique, en fonction de la tension électrique appliquee
en trans, mesuré a travers le nanopore d’aérolysine : () en absence de peptides ; ou en
présence d’homopeptides d’arginine d’une longueur de 10 acides aminés : ajoutés dans le
compartiment trans & une concentration finale de 6 M (b), ou ajoutés dans le compartiment
cis a une concentration finale de 1,2 M. Les mesures ont été réalisées dans une solution de
KCI 4M, 5mM HEPES, pH = 7,5, 4 20°C ; et la durée de chaque courbe courant-tension est de
4 secondes.
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2.3 Détection et discrimination en taille des peptides avec une résolution d’un acide aminé

Pour confirmer ces résultats, ayant a notre disposition les différentes longueurs de peptides, un
mélange de ces différents peptides d’une longueur de 5, 6, 7, 8, 9, et 10 acides aminés a été

analysé avec 1’aérolysine.

-100

I (pA)

2s // 100 ms

Figure 48 - Détection d’un mélange d’homopeptides d’une longueur de 5 a 10 acides aminés
avec l’aérolysine. Portion d 'une trace électrique de courant en fonction du temps obtenue lors
de !’analyse d’un mélange d’homopeptides d’arginine d’une longueur de 5, 6, 7, 8, 9, et 10
acides aminés avec le nanopore d’aérolysine, sous [’action d’une tension électrique de -50 mV
appliguée en trans. Des blocages du courant d’amplitudes multiples sont visualisées sur la
trace de courant et ont été attribués aux peptides de différentes longueurs. Les mesures ont été
réalisées dans une solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C.

De fagon comparable a ce qui avait été observé précédemment, 1’addition d’un mélange de
peptides a entrainé des blocages du courant d’amplitudes et de durées variables (Fig. 48).
L’histogramme de Iv/Iop montre I’apparition de six populations a des niveaux de courant relatif
préfeérentiels distincts (Fig. 49). Chacune de ces populations est superposable, a la fois en termes
des valeurs du courant relatif Iv/Io et des durées de blocages du courant, a une longueur donnée
de peptide. Cela confirme que le nanopore d’aérolysine permet dans ces conditions
expérimentales, de détecter des courts homopeptides d’arginine d’une longueur comprise entre
5 et 10 acides aminés, mais aussi de distinguer clairement deux homopeptides qui différent en
longueur d’un méme et unique acide aminé, ce qui correspond ici & une masse molaire d’environ

174 g/mol. L aérolysine permet donc la discrimination en taille de ces homopeptides avec une

résolution d’un acide aminé.

L’analyse du mélange d’homopeptides d’arginine de différentes longueurs a été reproduite au
moins quatre fois. Ces analyses montrent que les résultats expérimentaux obtenus sont

reproductibles (Fig. 50).
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Figure 49 - Analyse d’un mélange d’homopeptides d’arginine d’une longueur de 5 a 10
acides amines avec l’aérolysine. () lllustration d’événements de blocage du courant typiques
engenders par des homopeptides d’arginine de différentes longueurs analysés avec
['aérolysine. (b) Histogramme de Iv/lo et (c) distribution des durées des blocages du courant
(nuage de points) en fonction de Iv/lo, dans le cas de /’analyse d’un mélange équimolaire
d’homopeptides d’arginine d 'une longueur de 5, 6, 7, 8, 9, et 10 acides aminés avec le nanopore
d’aérolysine, sous [’action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en trans.
L’histogramme montre [’apparition de six pics ayant été attribués aux six populations
peptidiques présentes en solution. Le nuage de points montre six populations de points se
dessinant aux mémes valeurs de Iv/lo que les populations identifiées sur /’histogramme. Les
mesures ont éte réalisées dans une solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C.
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Figure 50 - Reproductibilité des résultats expérimentaux. Superposition de résultats obtenus
a partir de quatre expériences indépendantes (symboles o, o, A, V) dans le cas de [’analyse
d’un mélange equimolaire d’homopeptides d’arginine d'une longueur de 5, 6 ,7, 8, 9, et 10
acides aminés avec le nanopore d’aérolysine : (a) Courant relatif résiduel moyen Iv/lo, et, (b)
durée moyenne de blocage du courant, en fonction du nombre d’acides aminés. Les mesures
ont été réalisées dans une solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C, sous /’action
d’une tension électrique de +50 mV appliquée en trans.
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2.4 Effet de la tension électrique sur la discrimination en taille des peptides

L'effet de la tension €lectrique a été étudié dans le cas de I'analyse d'un mélange des différentes
longueurs de peptides (5 a 10 acides aminés) avec le nanopore d'aérolysine, pour des tensions

électriques négatives comprises entre -25 et -80 mV (Fig. 51 et 52).

Dans un premier temps, la figure 51 montre, qu’indépendamment de la tension électrique
appliquée, la durée moyenne du blocage augmente avec la longueur du peptide de jusqu'a deux
ordres de grandeur entre le peptide d'une longueur de 5 acides aminés et celui de 10 acides
aminés. Pour chaque peptide d'une longueur donnée, la durée moyenne de blocage du courant
dépend de maniére non monotone de la tension électrique, augmentant d'abord avec I'amplitude
de la tension, atteignant un maximum, puis diminuant (Fig. 51, b). La tension électrique
correspondant a la durée moyenne de blocage la plus grande, ne dépend que faiblement de la
longueur du peptide, et est comprise entre -35 et -40 mV (Fig. 51, b). 11 a été noté que la durée
moyenne de blocage du courant correspondant a chaque peptide d'une longueur donnée est
identique, qu'elle soit mesurée lors de d’analyse d’un mélange des peptides, ou lors de leur

analyse individuelle.

Dans un second temps, la figure 51 montre que le courant relatif moyen Iv/lo diminue
légerement avec 1’amplitude de la tension électrique pour les peptides les plus longs (10, 9, et
8 acide aminés), est dépendant de la tension pour les peptides de longueur intermédiaire (7 et 6
acides aminés), et augmente légerement avec ’amplitude de la tension électrique pour les

peptides les plus courts (5 acides aminés) (Fig. 51, a).

Les histogrammes de Iv/Io (Fig. 52) obtenus montrent d'une part, que la discrimination en taille
des peptides est préservée dans toute la gamme de tensions électriques explorée, méme a une
tension électrique aussi basse que -25 mV, et d'autre part, que les différentes populations
présentes sur 1'histogramme de Iv/Io deviennent de plus en plus séparées a mesure que la valeur
de la tension électrique appliquée augmente. Il est possible d'observer que la tension électrique
pour laquelle les durées de blocage sont les plus grandes (environ -40 mV) ne correspond pas
a celle ou la discrimination des peptides est la meilleure (Fig. 52). De plus, a partir de -50 mV,
une septieme population qui n'est pas observée a des plus basses tensions €lectriques, se dessine
sur I'histogramme a une valeur moyenne de Iv/Io = 0,73 (Fig. 52). A plus basses tensions, cette
population n'est pas observée car son signal est probablement masqué par la présence d'un
nombre significatif de fluctuations du courant du pore correspondant au bruit du pore ouvert

qui sont représentées a des valeurs de Iv/Ip localisées entre 0,7 et 0,8. L'augmentation de la
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valeur de la tension électrique permet d'augmenter le ratio signal/bruit. Cela est a 1'origine d'un
décalage des valeurs de Iv/lo des peptides de 5 a 10 acides aminés, qui permet 'apparition de la

septiéme population.
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Figure 51 - Effet de la tension électrique sur !’interaction du nanopore d’aérolysine avec un
mélange d’homopeptides d’arginine de différentes longueurs. (a) Courant relatif moyen Iy/lo
en fonction de la tension électrique, et, (b) durée moyenne de blocage du courant en fonction
de la tension électrique appliquée en trans ; mesurés pour chaque peptide d’une longueur
donnée présente dans le melange analysé (10 (rouge), 9 (bleu foncé), 8 (jaune), 7 (vert), 6
(violet), et 5 (bleu clair) acides aminés). Les lignes en pointillées servent de guide pour [ wil.
Les mesures ont été réalisées dans une solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C.
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Figure 52 - Effet du voltage sur la discrimination en taille d’homopeptides d'arginine de
différentes longueurs. Histogramme de In/lo dans le cas de I'analyse d'un mélange equimolaire
d’homopeptides d’arginine d'une longueur de 5, 6, 7, 8, 9, et 10 acides aminés analysés avec
le nanopore d'aérolysine, sous I'action d'une tension appliquée en trans de : (a) -25 mV, (b) -
40 mV, (c) -50 mV, (d) -60 mV, et (e) -80 mV.
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2.5 Extension de la limite de détection a des peptides d'une longueur de 4 acides aminés

Sur I’histogramme issu de 1’analyse du mélange d’homopeptides d’arginine, une population
additionnelle est apparue de facon plus nette a un niveau de courant plus faible que celui du

peptide d’une longueur de 5 acides aminés (Iv/Io = 0,73).

Cette population additionnelle est également visible sur tous les histogrammes de 1’ensemble
des homopeptides analysés individuellement. Cette population correspondrait a un
homopeptide de 4 acides aminés. Néanmoins, nous n’avions pas a notre disposition le peptide

de cette longueur pour pouvoir le vérifier.

Pour démontrer les résultats obtenus d’une autre facon, une expérience de digestion
enzymatique d’un homopeptide de 9 arginines (Ro) a été réalisée. La trypsine a été utilisée car
cette enzyme est capable de cliver de facon préférentielle les liaisons dans lesquelles une
arginine ou une lysine engage sa fonction carboxylique. L’idée est que I’enzyme clive les
peptides de 9 acides aminés en peptides plus courts, ce qui se traduirait par une augmentation

du nombre de blocages du courant provoqués par ces populations.

L’addition d’homopeptides Ry a entrainé, comme lors des premieres expériences, |’apparition
de blocages du courant d’amplitudes et de durées variables. Cela montre la reproductibilité de
la détection de ces peptides. Aprés 1’ajout de trypsine, au fur et & mesure du temps de la
digestion enzymatique, une augmentation du nombre de blocages du courant provoqués par les
peptides les plus courts est observée au détriment d’une diminution du nombre de blocages du
courant provoqueés par les peptides d’une longueur de 9 arginines. Quantitativement, la méme
observation est réalisée sur I’histogramme de Iv/Io (Fig. 53) qui montre au fur et a mesure de la
digestion enzymatique une diminution de I’intensité de la raie correspondant au peptide Ro, au
profit de I’enrichissement des raies correspondant aux peptides plus courts. Apres trois heures
et trente minutes de digestion enzymatique, les blocages du courant engendrés par des peptides
d’une longueur de 9, 8, et 7 acides aminés ont quasiment disparu, alors qu’il existe toujours des
blocages du courant provoqués par les peptides les plus courts de 6, 5, et 4 acides amings, ce
qui se traduit par une disparition de la population des homopeptides de 9 acides aminés sur
I’histogramme. Ces résultats suggerent que les homopeptides R sont dégradés par la trypsine

en peptides de plus courtes longueurs.

Nous montrons donc que les populations minoritaires observées lorsqu’un peptide d’une

longueur donnée est analysé correspondent effectivement a des peptides de plus courtes
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longueurs, et différent d’un acide amin¢ individuel entre deux raies successives. Il est possible
de conclure avec ces résultats que 1’aérolysine permet une discrimination en taille de courts

homopeptides d’arginine avec une résolution d’un acide aminé.
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Figure 53 - Expérience de suivi en temps réel de la dégradation enzymatique par la trypsine
d’un échantillon d’homopeptides d’arginine avec le nanopore d’aérolysine. Distribution des
durées de blocage du courant en fonction de Iv/lo (haut de chaque sous-figure) et histogramme
de Iv/lo (bas de chaque sous-figure) dans le cas de /’analyse d’homopeptides d’arginine d’une
longueur de 9 acides aminés en présence ou non de trypsine. (a) En absence de trypsine,
I’analyse d’un échantillon d’homopeptides d’une longueur de 9 acides aminés montre la
présence d’une population majoritaire correspondant a ce méme peptide, et des populations
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minoritaires identifiées comme correspondantes aux peptides de 4 a 8 acides aminés.(b) Apres
10 minutes de digestion enzymatique, une augmentation du nombre de points est constatée pour
les peptides les plus courts : les peptides de 9 acides aminés sont dégradés en peptide de 6 & 4
acides aminés (c) Apres 3 heures et 30 minutes de digestion enzymatique, les nuages de points
se dessinant pour les peptides de 9, 8 et 7 acides aminés ont disparu contre un enrichissement
des populations minoritaires. Cela indique que les peptides d ‘une longueur de 9, 8 et 7 acides
aminés sont totalement dégradés en peptides d ‘une longueur de 6, 5, et 4 acides aminés. La
trypsine est ajoutée dans le compartiment cis a une concentration finale de 25 nM.
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Figure 54 - Détection et identification d’homopeptides d’arginine d’une longueur de 3 et 12
acides aminés. Distribution des durées de blocage du courant en fonction de lv/lg (haut de
chaque sous-figure) et histogramme de Iv/lo (bas de chaque sous-figure) dans le cas de
interaction du nanopore d’aérolysine avec : (@) une solution d’homopeptides d’arginine
d’une longueur de 12 acides amines (violet) ; ou (b) d’une solution d’homopeptides d’arginine
d’une longueur de 3 acides amines (rose). (c) Courant relatif moyen Iy/lo en fonction du nombre
d’acides aminés dans le cas de [’analyse d’un mélange équimolaire d’homopeptides d’une
longueur de 5, 6, 7, 8, 9, et 10 acides aminés ; et de /’analyse individuelle des homopeptides
d’arginine d’une longueur de 3 et 12 acides aminés. Les mesures ont été réalisées dans une
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solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C, sous [ action d 'une tension électrique de
-50 mV, appliquée en trans.

Dans le contexte du processus de révision de cet article, nous avons également montré que la
détection avec I’aérolysine peut étre étendue a des homopeptides d’arginine de plus grandes
longueurs (12 acides aminés), et de plus petites longueurs (3 acides aminés). Ces peptides ont
été analysé individuellement avec le nanopore d’aérolysine (Fig. 54). Chaque histogramme
présente une population majoritaire unique permettant d’identifier les peptides d’arginine d’une
longueur de 12 et de 3 acides aminés. Neuf populations additionnelles sont présentes sur
I’histogramme de 1’analyse du peptide d’une longueur de 12 arginines, et ont été attribuées aux
homopeptides d’une longueur 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, et 3 acides aminés présentes dans

I’échantillon comme impuretés peptidiques (Fig. 54).

2.6 Application a un autre type d’acide aminé

Apres avoir montré que 1’aérolysine permet de faire la discrimination de taille d’homopeptides
d’arginine, nous étions curieux de savoir si ce pouvoir résolutif peut étre obtenu avec des

homopeptides constitués d’autres types d'acides aminés.

Pour répondre a cela, nous avons choisi d’utiliser des homopeptides de lysine (Kn) qui ont été
mis en présence du nanopore d’aérolysine dans les mémes conditions expérimentales que pour
l'analyse des homopeptides d’arginine. Des homopeptides de lysine (146 g/mol) d’une longueur
de 10 acides aminés (Ko) ont été ajoutés en solution a une concentration finale identique a celle
des homopeptides d’arginine (I uM). A 1’addition des homopeptides de lysine en solution,
aucun événement de blocage du courant n’est apparu, méme apres avoir attendu un temps assez
long pour laisser les molécules diffuser dans le compartiment. La premiére interprétation était
donc que les peptides de lysine ne sont pas détectables car ils n’interagissent pas avec le pore
d’aérolysine. Cependant, comme il est bien connu que les molécules de lysine s’adsorbent trés
fortement sur les surfaces comme celle de la cellule de mesure, on peut penser aussi que 1’on a
diminué ou méme annulé artificiellement la concentration des homopeptides de lysine en
solution. Une autre hypothése est que le contenu peptidique des échantillons d'homopeptides
de lysine et d'arginine qui nous ont été fourni n'est pas le méme. En conséquence, la
concentration finale des homopeptides Kioa été¢ augmentée d’environ 200 fois (213 uM), ce qui

nous a permis de détecter les peptides.

L’histogramme de la distribution des niveaux de blocage du courant (Fig. 55) montre

I’apparition d’une population majoritaire a un niveau de courant préférentiel et un temps
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caractéristique que nous avons attribué¢ aux homopeptides de lysine de 10 acides aminés (Iv/Io
~ 0,37). Les temps de ces blocages du courant sont distribués entre 100 ps et 10 ms. De fagcon
additionnelle a la raie majoritaire, trois raies minoritaires sont observées mais dont les positions
sont beaucoup plus ¢loignées de la raie majoritaire. Ce résultat est intéressant mais ne valide

pas la discrimination en taille avec une résolution d’un acide aminé des homopeptides de lysine.

N’ayant pas a notre disposition les différentes longueurs d’homopeptides de lysine pour
analyser un mélange de différentes longueurs de ce peptide (5, 6, 7, 8, 9, et 10 acides aminés)
pour valider la discrimination en taille avec une résolution d’un acide aminé, nous avons
effectué une expérience de dégradation enzymatique d’homopeptides de lysine de 10 acides

aminés (Fig. 55).

En absence de trypsine, les résultats obtenus précédemment concernant la détection des

homopeptides de lysine ont été reproduits.

En présence de trypsine, au fur et a mesure de la digestion enzymatique, on observe une
apparition de populations minoritaires qui n’étaient pas apparus précédemment, et de niveaux
de Iv/Io plus proches de la population principale. On observe également une augmentation du
nombre de blocages des populations minoritaires au détriment d’une diminution du nombre de
blocage de la population majoritaire. Apres trois heures et trente minutes de digestion
enzymatique, la population correspondant au peptide de Kio a quasiment disparu, alors que les
populations minoritaires sont présentes en proportions encore plus importantes. Ces résultats
montrent que les peptides de Ko acides aminés ont été dégradés en des peptides de lysine de

plus courtes longueurs.

Nous observons donc, de fagon indirecte, que la discrimination de taille de courts homopeptides
d’arginine de 5 a 10 acides aminés peut étre étendue a celle de courts homopeptides de lysine.
Cependant, des expériences d’analyse de chacune des longueurs de peptide dans des
expériences indépendantes doivent étre réalisées pour identifier de facon certaine les
populations secondaires observées sur les histogrammes de [’homopeptide de lysine de 10

acides aminés.

Une observation trés intéressante réalisée est que pour une méme longueur donnée, des
homopeptides d’arginine (Rio: Iv/Io= 0,23) et de lysine (Kio: Iv/Io= 0,38) entrainent des niveaux
de blocage du courant différents, dans les mémes conditions expérimentales. De plus, les durées

moyennes des blocages du courant engendrés par les deux types de peptides sont différentes
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d’environ deux ordres de grandeur, avec les homopeptides d’arginine qui présentent une durée
moyenne de blocage du courant d’environ 100 ms, contre environ 1 ms pour les homopeptides

de lysine.

Cette observation permet de dire qu’il est possible de discriminer ces homopeptides dont la

nature chimique est différente avec le nanopore d’aérolysine.
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Figure 55 - Analyse d’homopeptides de lysine d’une longueur de 10 acides aminés avec le
nanopore biologique d’aérolysine. Histogramme de Ip/lo (bas de chaque sous figure) et
distribution des durées des blocages du courant (nuage de points) obtenus pour [’analyse

d’homopeptides de lysine d 'une longueur de 9 acides aminés : (a) en absence de Trypsine. (b)
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apres 30 minutes de digestion enzymatique par la trypsine. et (c) apres une heure et 45 minutes
de digestion enzymatique par la trypsine. Les mesures ont été réalisées dans une solution de
KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, & 20°C, sous /’action d’une tension électrique de -50 mV,
appliquée en trans. La trypsine est ajoutée dans le compartiment cis a une concentration finale
de 266 nM.

2.7 Discrimination de peptides selon la nature chimique des acides aminés

Nous avons voulu aller plus loin en analysant un hétéropeptide d’une séquence composée de 5
acides aminés de lysine suivis de 5 acides aminé d’arginine (KsRs). Cette idée nous était d’abord
venue apres avoir observé que les homopeptides de lysine n’étaient pas détectables avec
I’aérolysine lorsqu’ils étaient ajoutés en solution a une concentration finale de 1 puM. L’idée
¢tait donc de lier un peptide 5 acides aminés d’arginine (Rs) a un peptide de 5 acides aminés de
lysine (Ks) pour permettre 1’entrée de ce dernier dans le pore. Bien que des conditions
favorables aient été trouvées pour la détection des homopeptides de lysine comme décrit
précédemment, nous avons quand méme réalisé 1’expérience d’analyse de ces hétéropeptides.
L’addition d’une solution d’hétéropeptides KsRs en présence du nanopore d’aérolysine a
entrainé 1’apparition de blocages du courant d’amplitudes et de durées variables (Fig. 56, d).
En construisant I’histogramme de Iv/lo, une population principale apparait a une valeur
moyenne de Iv/Io de 0,297 +/- 0,003 (Fig. 56, b). Cette population principale a été attribuée a
I’hétéropeptide ajoutée en solution. Egalement, on peut observer sur cet histogramme la

présence de populations minoritaires dont 1’identité n’a pas été déterminée.

La position de la population majoritaire sur I’histogramme a ensuite été comparée a celle des
homopeptides de 10 arginines (Rio ou RR-10) (Fig. 56, a) et des homopeptides de 10 lysine
(K10 ou KK-10) (Fig. 56, c¢). Les homopeptides de 10 arginines présentent un Ip/Ipo moyen de
0,236 +/- 0,003 ; les homopeptides de 10 lysines un Iv/Ip de 0,38, et I’hétéropeptide de 5 lysines
et 5 arginines un Iv/lp de 0,377 +/- 0,004. Ces trois populations sont donc parfaitement
discriminables par leurs niveaux de blocage du courant respectifs mais ¢galement par le temps
moyen durant lequel chacune entraine un blocage du courant (Fig. 57). Ce résultat met en avant
qu’il est possible, pour des peptides d’'une méme longueur de 10 acides aminés, de détecter une

différence de 5 acides aminés par le nanopore d’aérolysine, dans nos conditions expérimentales.

La possibilité de voir une différence entre un homopeptide de lysine (ou arginine) avec un
hétéropeptide différant de celui-ci de 5 acides aminés, permet de dire que 1’aérolysine posséde

donc une haute sensibilité permettant de voir cette différence de 5 acides aminés.
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Figure 56 - Analyse d’hétéropeptides avec le nanopore d’aérolysine. Histogramme de Iv/lo
(bas de chaque sous figure a, b, c) et distribution des durées des blocages du courant (nuage
de points) obtenus pour /’analyse : (a) d’'un homopeptide de 10 arginines (RR-10 ou Rio), (b)
d’un hétéropeptide de 5 lysines et 5 arginines (KR-10 ou KsRs), et (¢) d 'un homopeptide de 10
lysines (KK-10 ou Kio). (d) Evénements de blocage du courant typiques mesurés lors de
[’analyse des trois peptides RR-10, KR-10, et KK-10, avec [’aérolysine, sous [’action d’une
tension électrique de -50 mV appliquée en trans. Les mesures ont été réalisées dans une solution
de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C, sous [ action d 'une tension électrique de -50 mV,
appliquée en trans. La concentration finale de chaque peptide en solution est de 1 «M.
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Figure 57 - Discrimination de peptides d’une longueur de 10 acides aminés de séquences
différentes avec l’aérolysine. (a) Courant relatif moyen Iv/lo en fonction de la séquence
peptidique, et, (b) durée moyenne de blocage du courant en fonction de la séquence peptidique,
dans le cas de /’interaction du nanopore d’aérolysine avec : une solution de peptides RR-10
(rouge) ; d'une solution de peptides KR-10 (bleu turquoise), et d ‘une solution de peptides KK-
10 (vert). Les mesures ont été réalisées dans une solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5,
a 20°C, sous !’action d 'une tension électrique de -50 mV, appliquée en trans. La concentration
finale de chaque peptide en solution est de 1 M.
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I11. Discussion & Conclusion

Les expériences que 1’on a réalisées nous ont permis de montrer que le nanopore sauvage
d’aérolysine permet de détecter différents types d’homopeptides courts, ceux d’arginine et de
lysine, d’une longueur comprise entre 5 et 10 acides aminés. Cela signifie qu’il existe des
interactions entre ces homopeptides et le nanopore d’aérolysine sous I’action d’une différence
de potentiel négative. Le signe de cette différence de potentiel est en accord avec la charge
positive des peptides a pH 7,5. L’arginine et la lysine ont des pHi supérieurs a 10 justifiant donc
que ces homopeptides soit chargés positivement a ce pH. Ces interactions entre les peptides et

le nanopore sont aussi probablement dues au caractére hautement chargé de 1’aérolysine.

Aussi, nous avons montré que le nanopore d’aérolysine permet clairement de faire de la
discrimination en taille d’homopeptides différant en longueur d’un unique acide aminé, dans le
cas d'homopeptides d’arginine et de lysine. Il a été¢ démontré dans les études précédentes de
spectrométrie de taille de molécules par nanopore, auxquels j'ai participé, que le pouvoir de
séparation des molécules de différentes tailles par un nanopore avec une résolution d’une unité
monomérique est soumis a certaines conditions [177]. D'une part, la molécule doit entrer
enticrement a I’intérieur du nanopore ; d'autre part, chaque unit¢é monomérique doit contribuer
a bloquer le courant de fagon individuelle ; et enfin, le nanopore doit étre treés sensible aux
changements de taille d’'une molécule et il doit exister de fortes interactions entre les molécules

et le nanopore.

Pour mesurer I’affinité existante entre les peptides d’arginine et le nanopore, des constantes
cinétiques d’association kofr (s™!) et de dissociation kon (M™!.s71) ont été calculées (Fig. 58). Pour
les peptides d’arginine les plus longs (10 acides aminés), on a déterminé komr = 1,60 + 0,08.10!
s et kon = 7,0 £0,2.10° M's7! ; et pour les peptides les plus courts (5 acides aminés), kofr =
1,03 £ 0,03.10° s! et kon = 3,50 + 0,06.10° M'.s™!. Ces constantes ont permis de calculer la
constante d’association d’équilibre K(M™) = kon/kofr qui donne une indication sur I’affinité entre
les peptides d’arginine et le nanopore : pour les peptides les plus longs, K =~ 4,38 £ 0,01.10° M
I'; et pour les peptides les plus courts, K = 3,50 + 0,05.10°M!. L’énergie libre standard
correspondante a été calculée et correspond a AG® = 13 £ 0,02ksT pour les peptides les plus
longs (10, 9, 8, et 7 arginines), et 8,2 £ 0,01kgT pour les peptides les plus courts (6 et 5

arginines).
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Figure 58 - Effet de la concentration en peptides sur I’interaction du nanopore d’aérolysine
avec des homopeptides d’arginine de différentes longueurs. (a) Fréguence moyenne de
blocage du courant en fonction de la concentration en peptides dans le cas de /’analyse d 'une
solution d’homopeptides d 'une longueur de 10 acides aminés (rouge), ou d ‘une longueur de 5
acides aminés (bleu), avec le nanopore d’aérolysine. Les lignes en pointillés représentent les
ajustements linéaires. L ‘augmentation linéaire de la fréquence moyenne de blocage du courant
f en fonction de la concentration en peptides c, est interprété comme une réaction bimoléculaire
reversible entre les peptides et /’aérolysine, avec une constante de réaction cinétique bien
définie. La pente de /’ajustement lineéaire permet de déterminer la constante d’association Kon
(M1.sh) = f/c pour chaque peptide d ‘une longueur donnée. (b) Durée moyenne de blocage du
courant en fonction de la concentration en peptides dans le cas de /’analyse d’une solution
d’homopeptides d’une longueur de 10 acides aminés (rouge), ou d ‘une longueur de 5 acides
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aminés (bleu), avec le nanopore d’aérolysine. La durée moyenne de blocage du courant t est
indépendante de la concentration en peptides. L inverse de t est défini comme étant la constante
de dissociation Koff (s-1) = 1/t. La constante d association d’équilibre est définie comme K (M
1Y = kon/kort , donne une indication sur ’affinité entre les peptides et le nanopore d’aérolysine.
L ’énergie libre standard correspondante est définie comme AG® = —kgT In(1/K), oll keT est
[’énergie d’agitation thermique =~ 4.10-12 J a 20°C. Les mesures ont été réalisées dans une
solution de KCI 4M, HEPES 5mM, pH = 7,5, a 20°C, sous [ ’action d 'une tension électrique de
-50 mV, appliquée en trans.

Cette étude cinétique permet donc de dire que les interactions entre les homopeptides d’arginine

et ’aérolysine correspondent a une réaction bimoléculaire réversible, et que ces interactions

peptides-pore sont trés fortement dépendantes de la longueur du peptide.

Ainsi, il est possible de penser que la haute capacité du nanopore d’aérolysine a permettre ici
la détection de treés courts peptides est liée a la forte affinité existante entre les peptides et le

nanopore.

De plus, nous avons montré par ces résultats que notre systeme permet de détecter et caractériser
des impuretés présentes a un taux inférieur a 2% dans un échantillon peptidique, alors que deux
techniques conventionnelles de caractérisation des peptides (spectrométrie de masse et HPLC)
ont permis de détecter la présence d’impuretés mais n’ont pas permis d’identifier, ni de

quantifier ces impuretés
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Chapitre 4 : Signature électrique des 20 acides aminés
protéinogenes par le nanopore d'aérolysine

|. Introduction

Comme mentionné précédemment le séquengage de protéines a 1'échelle de la molécule unique
par nanopore constitue un nouveau challenge pour le monde de la biologie et de la santé.
Plusieurs techniques d'analyse a I'échelle de la molécule unique ont été développées depuis
quelques années en alternative aux techniques classiques d’analyse des protéines. Parmi celles-
la on compte le fluoroséquencage [17,19], le FRET fingerprinting [16,18], ou encore le
séquencgage par nanopore [218,219]. Concernant le séquengage de protéines par nanopore, les
stratégies décrites dans le chapitre n°1 consistant a lire la séquence d'une protéine lors de son
transport unidirectionnel a travers un nanopore se sont heurtées a des difficultés principalement
liées a I’hétérogénéité de charge des protéines, a 1’existence de 20 acides aminés naturels, et a

I’existence de modifications post-traductionnelles.

Pour tenter de répondre a ce défi, nous avons proposé, suite aux premiers travaux de cette thése
décrits dans le chapitre n°3, d'explorer le potentiel de 1'aérolysine pour obtenir la distinction des

20 acides aminés.

Nous avons utilisé une amorce peptidique correspondant a un homopeptide de 7 acides aminés
d’arginine chargés positivement a pH 7,5, lié¢ & un huitiéme acide aminé dont la nature chimique
varie parmi les 20 acides aminés naturels. Sous I’action d'une force électrique, I’amorce
d’arginine entraine chaque acide aminé dans le nanopore. L’obtention d’une signature
¢lectrique pour les 20 acides aminés liés a 1’amorce peptidique serait une étape décisive
renseignant sur la possibilité de détecter et de discriminer des acides aminés individuels avec

I’aérolysine, dans la perspective du séquencage de protéines avec ce nanopore.

Les résultats obtenus montrent que le nanopore d’aérolysine nous a permis d’établir, pour la
premicre fois, une cartographie des 20 acides aminés protéinogenes, et de proposer une stratégie
de séquencage. Ce travail a été publié dans Nature Biotechnology en Décembre 2019 (Annexe

3).

Ces travaux nous ont permis de proposer une nouvelle stratégie de séquengage qui,
contrairement aux approches précédentes proposant de lire la séquence d’une protéine au cours

de sa translocation a travers un nanopore, serait de cliver la protéine a son extrémité pour libérer
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les acides aminés un par un, et de fixer ’acide amin¢ libéré a une chaine d’arginine. La chaine
d’arginine permettrait le transport de I’acide aminé vers le nanopore. Le complexe serait détecté
par le nanopore et produirait une signature électrique spécifique de 1’acide amin¢ lié permettant

de reconstituer la séquence de la protéine successivement.

1. Résultats & discussion

2.1 Détection des 20 acides aminés protéinogenes

Dans un premier temps, nous avons réalis¢ des expériences d’analyse individuelle de chacun
des vingt peptides. Pour cela, dans chaque expérience, le peptide d’intérét Xr7 est ajouté en
solution dans le compartiment Cis, pour atteindre une concentration finale de 1 pM (Fig. 59).
b)

Cis

e

VvV —

Trans

Figure 59 - Schéma illustratif du dispositif expérimental. (a) Schéma de la structure des
peptides Xr7 étudiées (X est : électriquement chargée (bleu) ; polaire non chargée (violet) ;
hydrophobe aromatique et non aromatique (vert) ; et le reste des acides aminés que I'on a
désigné de cas spéciaux (jaune)), et, (b) du dispositif expérimental montrant un nanopore
d’aérolysine inseré dans une membrane de lipides en présence de peptides Xr7 ajoutés en
solution dans le compartiment cis. L'entrée des chaines dans le pore se fait sous ! 'action d 'une
tension électrique négative appliquée en Trans. Les expériences ont été realisées en présence
d’une solution de KCI & une concentration de 4 M, ajustée et stabilisée a pH 7,5 par [ utilisation
d’une solution tampon d’HEPES a une concentration de 25 mM.

L’addition des peptides Xr7 entraine 1’apparition de blocages transitoires du courant ionique
sous I’action d’une différence de potentiel négative (Fig. 60). En cohérence avec les résultats
obtenus dans le chapitre n°4, il est donc possible de détecter ces peptides chargés positivement

en raison de la présence de I'amorce d'arginine, sous 1’action d’une tension électrique négative.
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L’analyse individuelle des 20 peptides révele que chacun d’eux est a I’origine d’un blocage du
courant d’amplitude spécifique. Pour caractériser les signaux électriques de chacun des 20
peptides, nous avons réalisé des histogrammes du courant relatif Iy/Io pour chacun d’eux. Par
exemple, le peptide Sr7 produit des blocages du courant visibles sur la trace de courant (Fig.
60, d) présentant une amplitude caractéristique qui est reproduite a chaque nouveau blocage du
courant, et qui est a I’origine d’un pic bien défini a une valeur de Iv/Ip de 0,390 +/- 0,002 (Fig.
60, e) sur I'nistogramme de I/Io. La distribution des durées des blocages du courant en fonction

de I1v/Ip montre également qu’une population se dessine a la méme valeur de Iv/Ip (Fig. 60, ).
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Figure 60 - Détection et analyse d’un peptide Xr7 avec I’aérolysine. (a) Representation d 'un
événement de blocage du courant typique. (b) Portion d’une trace de courant, et (C)
histogramme du courant relatif Iv/lo superposé a la distribution des durées des blocages en
fonction de Iv/lo, dans le cas de I'analyse du peptide Sr7 avec le nanopore d’aérolysine (€). Les
expériences ont été réalisées dans une solution de KCI/ 4 M, 25 mM HEPES, pH = 7,5, 4 20°C,
et sous /’action d 'une tension électrique de -50 mV appliquée en trans.

Les vingt peptides ont été classifiés en cinq familles selon I’état de charge de la chaine latérale
de I’acide aminé X du peptide Xr7 a pH 7,5 (Fig. 59, a). Nous avons choisi de définir cinq
familles pour lesquelles la chaine latérale de 1’acide aminé X est : €¢lectriquement chargée (bleu)

; polaire non chargée (violet) ; hydrophobe aromatique et non aromatique (vert) ; et le reste des

acides aminés que 'on a désigné de cas spéciaux (jaune).

De fagon a déterminer si les signaux engendrés par I'entrée de ces peptides dans le nanopore
sont distinguables, nous avons réalisé une représentation dans laquelle les histogrammes de Iv/Io
obtenus pour l'analyse individuelle de chacun des vingts peptides sont superposés. Les peptides

de la famille sont regroupés sur un méme histogramme pour plus de clarté (Fig. 61, f-j).

La superposition des histogrammes montre pour chaque famille, I'apparition de populations a

des valeurs de Iv/lo caractéristiques et bien définies et qui apparaissent dans certains cas tres
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bien séparées, alors que dans d'autres cas les populations observées sont trop proches pour étre

facilement distinguables.

Concernant la famille des peptides dont 1’acide aminé X présente une chaine latérale
¢lectriquement chargée (Rr7, Kr7, Hr7, Er7, €t Dr7), les populations obtenues pour 1’analyse
des cinq peptides Rr7, Kr7, Hr7, Er7, et Dr7, sont localisées a des valeurs de Iv/Io qui sont
clairement distinguables les unes des autres (Fig. 61, f). Il est facile d’identifier chaque peptide

de cette famille par I’amplitude du blocage du courant qu’il induit par sa présence dans le

nanopore (Fig. 61, f).
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Figure 61 - Analyse des peptides Xr7 avec I’aérolysine. Superposition des histogrammes de
Io/lo obtenus par /’analyse individuelle des vingt peptides Xrz, avec le nanopore d’aérolysine,
sous !’action d’une tension électrique positive de -50 mV. Les peptides sont groupés selon les
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propriétés de la chaine latérale de /’acide aminé X : électriquement chargée (a, bleu) ;
hydrophobe aromatique et non aromatique (b et c, vert) ; cas spéciaux (d, jaune) ; et polaire
non chargée (e, violet). Les expériences ont été réalisées dans une solution de KCl 4 M, 25 mM
HEPES, pH = 7,5, a 20°C, et sous /’action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en
trans.

C’est également le cas pour la famille des peptides dont l'acide aminé X présente une chaine
latérale hydrophobe aromatique (Fr7, Yr7, et Wr7) pour laquelle trois populations sont bien
définies et distinctes (Fig. 61, g). On peut observer que la population correspondant au peptide

Wr7 présente une intensité tres faible directement liée a la fréquence d’entrée (taux de capture)

de ce peptide dans le pore qui est beaucoup plus faible que pour les autres peptides.

Concernant la famille des peptides dont l'acide aminé X présente une chaine latérale polaire
non chargée (Fig. 61, h), il est également possible de distinguer quatre populations
correspondant aux quatre peptides de cette famille. Contrairement aux familles précédentes,
deux populations correspondant aux blocages du courant engendrés par les peptides Tr7 et Nr7
présentent des valeurs de Iv/Io qui sont trop proches pour étre assez facilement distinguables

(Fig. 61).

C'est également le cas pour la famille des peptides dont 1'acide aminé X présente une chaine
latérale hydrophobe non aromatique (Fig. 61, i) dans laquelle les populations correspondant
aux peptides Lr7, Mr7, et Ir7 sont également trop proches pour étre facilement discriminables

(Fig. 61 et 62).

La mesure de signaux tres proches peut provenir des volumes de ces acides aminés qui sont trés
proches dans chaque cas comme discuté plus loin. Une autre hypothése pourrait étre que ces
acides aminés, en interagissant avec l'amorce peptidique d'arginine, pourraient adopter une

conformation de volume proche.

De fagon générale, ces résultats montrent qu'il existe un lien entre la nature de 1'acide aminé X
des peptides Xr7 et 'amplitude des blocages du courant engendrés par la présence de chacun
de ces peptides dans le nanopore d'aérolysine. Les différents peptides présentent des valeurs de
courant relatif Iy/lp caractéristiques, qui leur permettent d'étre dans de nombreux -cas

distinguables (Fig. 62).

Enfin, concernant la dernie¢re famille des peptides dont 'acide aminé X fait partie des cas
spéciaux (Cr7, Pr7, et Gr7), quatre populations sont observées sur 1'histogramme de Iv/Io alors

que I’on s’attendait intuitivement a voir l'apparition de trois populations caractéristiques de
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chacun des trois peptides de cette famille (Fig. 61, j). C’est 1'analyse du peptide Pr7 qui est a
I’origine de blocages du courant de deux amplitudes caractéristiques, ce qui a pour origine
I’apparition de deux populations voisines sur 1’histogramme de Iv/lo. Plusieurs explications
peuvent justifier ce résultat. Il est connu d’une part, que 1’orientation par laquelle entre le
peptide dans le pore (N-terminal ou C-terminal) peut influencer le signal obtenu comme cela a
déja été montré dans le cas de I’ADN avec des différences entre I’extrémité 5’ et 3’ [310], mais
¢galement dans le cas des protéines [24,220]. D’autre part, ce résultat peut étre lié¢ a 1’existence
de deux sites préférentiels d’interactions du peptide avec le nanopore, ce qui serait a I’origine
de deux signaux différents. Enfin, une autre explication peut provenir du fait que la proline est
un acide aminé particulier dit en réalité alpha-iminé en raison de son extrémité N-terminal qui

est directement liée a sa chaine latérale.
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Figure 62 - Vue d’ensemble des valeurs du courant relatif résiduel Iv/lo pour les peptides Xr7
analysés avec le nanopore d’aérolysine.. Distribution des valeurs moyennes de Iv/lo et leurs
déviations standards obtenus dans le cas de /’analyse individuelle des peptides Xr7, rangées
dans [’ordre. Les expériences ont été realisées dans une solution de KCI 4 M, 25 mM HEPES,
pH = 7,5, & 20°C, et sous [ action d 'une tension électrique de -50 mV appliquée en trans.

Dans cette derniére famille, un autre résultat particulier concerne le peptide Cr7 pour lequel la
population observée sur 1’histogramme présente une valeur moyenne de Iv/Io proche de 0,1 tres
différente des dix-neuf autres peptides qui présentent tous une valeur moyenne de Iv/Io comprise

entre environ 0,3 et 0,5. Une des explications proposée a ce résultat est directement liée a la

nature chimique de I’acide aminé cystéine qui, de par la présence d’une fonction thiol (-SH) sur
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sa chaine latérale, est le seul acide aminé capable de former des ponts disulfures. Ainsi, nous

avons interprété ce résultat comme étant li¢ a la présence de dimere de Cry.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons réalisé une expérience d’analyse individuelle du Cry,
en absence, puis en présence d'un réducteur de ponts disulfures, le dithiothréitol (DTT), ajouté
dans le méme compartiment (cis) a une concentration finale de 25 mM afin d’observer
I’évolution du signal en temps réel (Fig. 63). L analyse du peptide Cr7 seul laisse de nouveau
apparaitre des blocages du courant, dont I'amplitude qui est caractéristique et reproduite, est a
l'origine d'une population localisée a une valeur de Iv/Ip de 0,084 +/- 0,005 sur 'histogramme
de Iv/Ip. Quinze minutes apres 1’ajout de DTT, une diminution de I’intensité de la premiére
population localisée a la valeur de Iv/Io de 0,084 est observée au profit de 1’apparition d’une
nouvelle population localisée a une valeur de Iv/lo de 0,383 +/- 0,005. Trente minutes apres
I’ajout de DTT, la premicre population a presque totalement disparu au profit d’une
augmentation de la seconde population. Cette expérience confirme le fait que les peptides Cr7

présents en solution s’assemblent en dimeres via la formation de ponts disulfures.
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Figure 63 - Analyse des peptides Cr7 en présence ou en absence d’un agent réducteur de
ponts disulfures. Histogrammes de Iv/lo et distribution des durées des blocages du courant en
fonction de Iv/lo obtenus pour I’analyse du peptide Crz en absence de /’agent réducteur DTT
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(a), 15 minutes apres ajout de DTT (b), et 30 minutes apres ajout de DTT (c). Les expériences
ont été réalisées dans une solution de KCI 4 M, 25 mM HEPES, pH = 7,5, a 20°C, et sous
[’action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en trans.

2.2 Discrimination de modifications chimiques subtiles

En analysant de fagon plus précise nos résultats et en comparant la structure des acides aminés

entre eux, deux résultats surprenants ont ét¢ montrés.

D’une part, nous avons précédemment montré qu’il est possible de distinguer les peptides Frz
et Yr7 dans la famille des acides aminés dont la chaine latérale est hydrophobe aromatique (Fig.
61, g). La différence existant entre les acides aminés phénylalanine (F) et tyrosine (Y)
correspond a la présence d'une fonction hydroxyle (-OH) observée dans la composition
chimique de la tyrosine mais pas dans celle de la phénylalanine. Cette différence correspond a
une variation en masse molaire de 17 g/mol. Ce résultat montre que le nanopore d’aérolysine
permet donc de détecter des différences aussi subtiles que 1’ajout ou la suppression d’une

fonction hydroxyle.

D’autre part, nous avons également montré qu’il est possible de discriminer les peptides Lr7 et
Ir7 (Fig. 61, i), bien que les populations apparaissant sur 1'histogramme de Iv/Io pour chacun
d'elles sont trés proches et moins facilement distinguables (Fig. 62). Dans le cas des peptides
Lr7et Ir7, la différence existant entre la leucine (L) et I’isoleucine (I) est uniquement structurale.
Les deux acides aminés sont des isomeres de structures possédant exactement la méme
composition chimique et la méme masse molaire. Ce résultat montre que le nanopore
d’aérolysine permet donc de discriminer deux peptides de masses molaires identiques. Ainsi,
la discrimination des peptides Xr7 observés avec le nanopore d’aérolysine n’est pas uniquement

liée aux différences de masses qui existent entre les peptides.

Pour la suite de 1’é¢tude, de fagon a renforcer nos résultats, nous avons vérifié¢ que les résultats
de discrimination des peptides Xr7, préalablement analysés individuellement, n'ont pas pour
origine des artefacts du signal mais qu'ils sont bien liés a la sensibilité du pore a détecter les
différences entre les les acides aminés X de chacun des vingt peptides. Pour cela, nous avons

réalisé des mélanges de peptides en solution en présence du nanopore d'aérolysine.

2.3 Discrimination des 20 acides aminés protéinogénes dans un mélange

Des mélanges de peptides ont été analysés avec le nanopore d’aérolysine. Pour cela, les peptides

a comparer ont soit été ajoutés simultanément dans le compartiment CisS ; ou soit été ajoutés
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successivement, un par un, dans le compartiment Cis de fagon a suivre 1’apparition progressive
des populations correspondant aux peptides. Dans ces expériences, les peptides ont également
tous été ajoutés de fagon a obtenir une concentration finale de 1 uM dans le compartiment Cis.

Les mélanges réalisés dans chaque expérience sont équimolaires.

L’addition d’un mélange équimolaire des cinq peptides Kr7, Hr7, Er7, Dr7, et Rr7,
correspondant a la méme famille, entraine 1’apparition de blocages du courant qui peuvent étre
individuellement attribués a chacun des peptides en se basant sur la signature électrique
mesurée lors de leur analyse individuelle (Fig. 64, a). L’histogramme correspondant a ce
mélange montre 1’apparition de cinq populations (Fig. 64, b) a des valeurs de Iv/Io de 0,353 +/-
0,002 (Kr7) ; 0,362 +/- 0,002 (Hr7) ; 0,371 +/- 0,003 (Er7) ; 0,383 +/- 0,004 (Dr7) ; 0,332 +/-
0,002 (Rr7) ; se superposant avec les populations obtenues lors de I’analyse individuelle de
chacun des peptides. Les cinq populations peuvent donc étre attribuées aux cing peptides a

partir de leur valeur de Iv/Io.

Une vérification supplémentaire a consisté a ajouter successivement chacun des peptides de
cette famille de fagon a observer 1’apparition des populations une par une (Fig. 65). De la méme
fagon, cette expérience montre que les résultats sont reproductibles. Les populations sont
apparues successivement a des valeurs de Iv/Io superposables a la fois a celles obtenues dans le

mélange précédemment décrit et a celles obtenues lors de I’analyse individuelle des peptides.
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Figure 64 - Discrimination de peptides individuels au sein d'un mélange avec le nanopore
d’aérolysine. (2) Portion d 'une trace de courant en fonction du temps obtenue pour /’analyse
d ‘un melange equimolaire de peptides Rr7, Kr7, Hr7, Er7, et Dr7 avec le nanopore d’aérolysine
et élargissement de la portion de la trace du courant montre les différents niveaux de courant.
(b) Histogramme de Iv/lo (ligne noir) et distribution des durées des blocages du courant (points
rouges) en fonction de Iv/lo, obtenus pour /’analyse du mélange des peptides mentionnés en (a).
Les expériences ont été réalisées dans une solution de KCI 4 M, 25 mM HEPES, pH =75, a
20°C, et sous ’action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en trans.
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Figure 65 - ldentification de peptides individuels au sein d’un mélange avec le nanopore
d’aérolysine. Histogramme de lv/lo (gauche) et distribution des durées des blocages du courant
en fonction de Iv/lo (nuage de points, droite) dans le cas de /’analyse avec [’aérolysine d’'un
mélange équimolaire des peptides Kr7, Hr7, Erz, Dr7 et Rrz, qui ont éte ajoutes successivement
en solution. Les expériences ont été réalisées dans une solution de KCI KCI 4 M, 25 mM
HEPES, pH = 7,5, a 20°C, et sous [’action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en
trans.
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Nous avons également réalisé des expériences d'un mélange des peptides Fr7 et Yr7, et d’un
mélange des peptide Lr7 et Ir7, de fagon également a vérifier et confirmer la discrimination de

ces peptides.

L’addition d’un mélange équimolaire des peptides Fr7 et Yr7 entraine 1’apparition de blocages
du courant se traduisant par I’émergence de deux populations localisées a des valeurs de Iv/Io
clairement distinctes sur 1’histogramme de Iv/Io ainsi que sur le nuage de points de la distribution

des durées des blocages du courant (Fig. 66, haut).

C’est également le cas pour 1’addition d’un mélange de peptides Lr7 et Ir7 qui est responsable
de I’apparition de deux populations qui sont néanmoins beaucoup plus proches que dans le cas
de I'analyse des peptides Fr7 et Yr7 (Fig. 66, bas) mais qui restent distinguables. Nous avons

¢galement vérifié que ces populations sont distinguables lors de 1’ajout successif des peptides.
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Figure 66 - ldentification de peptides présentant des différences subtiles avec le nanopore
d’aérolysine. Histogramme de Ip/lo (haut de chaque sous figure) et distribution des durées des
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blocages du courant en fonction de Iv/lo (nuage de points, bas de chaque sous figure) obtenus
dans le cas de [’analyse avec [’aérolysine : (gauche) d’un mélange équimolaire des peptides
Frz et Yr7 dont la différence correspond a une fonction hydroxyle et qui ont été ajoutés
successivement en solution en commencant par le peptide Yrz (a), puis Fr7 (b) ; et, (droite) d'un
mélange équimolaire des peptides Lr7 et Ir7 qui sont des isoméres de structure de méme masse
molaire, et qui ont été ajoutes successivement en solution en commencant par le peptide Yrz
(@), puis Fr7 (b). Les expériences ont eté réalisées dans une solution de KCI 4 M, 25 mM
HEPES, pH = 7,5, a 20°C, et sous [’action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en
Trans.

2.4 Dépendance en masse et en volume

De maniere a explorer quels parameétres seraient a 1’origine du lien existant entre les amplitudes
des blocages du courant et les acides aminés, nous avons représenté la dépendance du courant
relatif Iv/lp moyen en fonction de la masse moléculaire et en fonction du volume
hydrodynamique [311] de I’acide aminé X du peptide Xr7 (Fig. 67). Dans les deux cas, on
constate que plus le volume ou la masse moléculaire augmente, plus le courant relatif Iy/Io
diminue, c’est-a-dire que I’amplitude du blocage du courant engendré est plus importante. Ce
résultat est cohérent avec ceux précédemment obtenus dans le cas de la discrimination en masse
de polymeres synthétiques de PEG [26] et d'homopeptides d'arginine [312]. Quelques
exceptions ne suivent pas cette tendance comme c'est le cas pour les peptides Fr7 et Yr7. De
fagon générale, la distribution est en meilleure corrélation avec le volume hydrodynamique
qu’avec la masse molaire. Par exemple, des valeurs du courant relatif résiduel Iv/Io distinctes
sont observées dans le cas de deux acides aminés disposant de masses molaires trés proches
mais de deux volumes différents (e.g Er7 et Kr7), et vice versa, des amplitudes de blocages du
courant superposables sont obtenues dans le cas de deux acides aminés disposant de volumes

trés proches mais de masses molaires différentes (e.g Fr7 et Yr7).
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Figure 67 - Dépendance du courant relatif résiduel Iv/lo moyen a la masse molaire ou au
volume hydrodynamique de ’acide aminé X. Distribution des valeurs moyennes de Iv/lo et de
leurs déviations standard en fonction de la masse molaire (a), ou du volume hydrodynamique
(b), de [’acide amineé X. Les expériences ont été réalisées dans une solution de KCI 4M, 25mM
HEPES, pH = 7,5, a 20°C, et sous [ action d’une tension électrique de -50 mV appliquée en

trans.
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2.5 Simulation

Des expériences de simulation de la dynamique moléculaire ont été réalisées dans cette étude,
dans le cadre de notre collaboration avec le groupe du Pr. Aksimentiev de 1’Université de

I’Illinois Urbana-Champaign (USA).

Ces expériences de simulation ont consisté, d’une part, a déterminer le mécanisme moléculaire
a ’origine de la détection de la variation de I’acide aminé X au sein du peptide Xr7 et, d’autre
part, a estimer, en établissant un mode¢le théorique, le potentiel du nanopore d’aérolysine a
discriminer les acides aminés les plus difficiles a distinguer. Ce deuxiéme point sera décrit par

la suite.

Pour cela, un modele tout atome du dispositif expérimental a été réalisé en simulant I’insertion
d’un nanopore d’aérolysine dans une membrane de lipides (Fig. 68, a). La reconstitution du
nanopore et sa stabilisation dans la bicouche lipidique ont été réalisées grace a 1’utilisation de
la structure cristallographique de I’aérolysine obtenu trés récemment a une résolution de 7,4

Angstrom (A) par I'utilisation de la cryo-microscopie électronique et de la simulation [77].

Dans un premier temps, une carte de la distribution du potentiel électrostatique a été établie
pour I’aérolysine (Fig. 68, b-c). Cette représentation montre qu’il existe deux barricres
d’énergie, dont I’'une est localisée a I’entrée du canal du coté Cis, et I’autre, a la sortie du canal
du coté Trans. Entre ces deux barriéres d’énergie, le potentiel est homogene le long du canal
interne. L’interprétation de ce résultat est qu’a une basse tension comme celle de -50 mV a
laquelle sont réalisées nos expériences, le peptide transporté traverse une premicre barriere
d'énergie, puis se retrouve coincé a l'intérieur du pore entre cette premicre barriére d’énergie et
celle localisée a la sortie du pore. C'est ce qui serait a I’origine des durées de blocage du courant
par la présence du peptide dans le nanopore que 1'on mesure qui sont de I’ordre de la dizaine de
millisecondes et qui sont assez long pour permettre l'obtention de blocages de courant
d'amplitudes précises a 'origine de la distinction des acides aminés entre eux. Cette hypothese
est confortée par une étude de la dépendance de la discrimination a la tension électrique
appliquée (Fig. 69) qui montre que plus I’amplitude de la tension électrique appliquée est
importante, plus la séparation des populations est moindre jusqu’a étre totalement perdue. Cela
signifie qu’a des plus grandes amplitudes de tensions électriques (valeurs de tensions
inférieures a - 70 mV), les peptides traversent le nanopore en franchissant d’abord la premiére
barriere d’énergie, puis visitent le pore mais pour une durée qui n’est significativement pas

assez grande pour permettre d’avoir une signature é€lectrique spécifique, et enfin traverse la
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deuxiéme barriere d’énergie pour sortir du nanopore. Cela est cohérent car on voit que
I’augmentation de 1’amplitude de la tension électrique, en plus de la perte de discrimination,

s’accompagne d’une diminution des durées des blocages du courant.
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Figure 68 - Expériences de simulation dans I'aérolysine. Dispositif de simulation consistant
en ['insertion d’un nanopore d’aérolysine dans une membrane de lipides, dans les mémes
conditions expérimentales que les expériences réalisées (a). Carte de la distribution du
potentiel électrostatique de /’aérolysine, obtenue a -100 mV (b). Potentiel électrostatique
moyen mesuré le long de /’axe z de [’aérolysine (C).

Par la suite, une simulation du transport d’un peptide Xr7 a été réalisée par I’application d’une
force mécanique permettant d’entrainer le peptide dans le pore a une vitesse constante. La
résistance du peptide a cette force le long du canal interne de 'aérolysine a été mesurée (Fig.
67, d). Cette simulation révéle, de fagon homogéne a la répartition du potentiel électrostatique
du pore décrite juste avant, que I’avancée du peptide présente le plus de résistance au niveau de
I’entrée et de la sortie du canal ou se trouvent les barrieres d’énergie. Au contraire, ¢’est entre

ces deux segments, a I’intérieur du canal, que le peptide présente le moins de résistance, ce qui
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suggere que le peptide est piégé dans cette partie du pore et diffuse aisément a I’intérieur du

canal.
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Figure 69 - Influence de la tension appliquée sur la discrimination des peptides Xgr7.
Histogramme de Iv/lo (gauche) et distribution des durées de blocage du courant en fonction de
Io/lo (nuage de points, droite) obtenus pour [’analyse d’'un mélange équimolaire des peptides
Qr7, Nr7, Tr7 et Sr7 sous ’action d’une tension électrique de —25 mV (a), —50 mV (b), —100
mV (c), —150 mV (d) ou —200 mV (e), appliquée en trans. L augmentation de la tension
électrique est a [’origine d’une diminution puis d une perte de la séparation des populations,
d’un décalage des valeurs de Iv/lo, et d 'une diminution des durées de blocage. Les expériences
ont été réalisées dans une solution de KCI 4 M, 25 mM HEPES, pH = 7,5, a 20°C.
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Pour ensuite déterminer quelle région du canal est plus précisément responsable de la détection
des variations de volumes entre les peptides Xr7, une mesure de la distribution du courant relatif
Iv/lo a été réalisée tout le long du canal. Pour cela, les valeurs de Iv/Io des homopeptides
d’arginine précédemment analysés (Rio-4) ont été utilisées [312]. Le transport de ces peptides a
¢été simulé le long du nanopore pour déterminer au niveau de quelle zone du canal interne sont
retrouvées ces valeurs de Iy/Io (Fig. 70, f). Cette expérience montre que la valeur de Iv/Io est
d’abord faible au niveau des portes d’entrée et de sortie du canal, et que les plus grandes valeurs
de Iv/Ip sont obtenues a I’intérieur du canal, de fagon cohérente aux hypotheses précédentes. Les
valeurs de Iv/Io obtenues lors de la simulation du transport des homopeptides sont les plus
proches des valeurs expérimentales lorsque le peptide se retrouve a la position 22 A sur I’axe

du canal.

C’est donc précisément au niveau de cette zone que le nanopore d’aérolysine serait le plus
sensible aux variations de volume entre les acides aminés, a I’origine de la discrimination des
peptides Xr7. Pour confirmer cela, une expérience de simulation du transport de peptides Xr7 a
¢galement été réalisée (Fig. 70, h). Les valeurs expérimentales de Iy/Io correspondant aux
peptides dont le transport a ét€ simulé, sont retrouvées lorsque les peptides se trouvent au niveau
de la position 22 A du segment du canal. Cela confirme donc que c’est cette partie du canal

interne du nanopore d’aérolysine qui est la zone de sensibilité aux variations de volume.
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Figure 70 — Simulation du transport de peptides dans le pore d’aérolysine. (a) Schéma de la
simulation de dynamique moléculaire du transport d 'un peptide Rr7 dans le pore d’aérolysine
par [’action d’une force constante. La région de /’aérolysine identifiée comme sensible au
volume est montrée en bleu. Distribution des courants relatifs moyens lp/lo selon I’axe z de
["aérolysine dans le cas des homopeptides Rr7, Rre, Rrs et Rra4 (b), et dans le cas de cing peptides
Xr7 (Hr7, Tr7, Ar7, Gr7, Rr7) (C).
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2.6 Pistes d’améliorations pour une stratégie de séquencage

Dans le cadre de la révision de cet article, nous avons été amené a mettre en place des stratégies
d’amélioration de nos résultats pour démontrer le potentiel de la méthode proposée pour le

séquengage de protéines

2.6.1 Augmentation des temps de résidence

Dans un premier temps, une premicre stratégie proposée est d’allonger les temps de résidence
des peptides dans le nanopore de fagon a augmenter la précision d’identification des acides
aminés. En effet, des blocages du courant de durées plus longues permettrait de réduire la
dispersion autour de la moyenne et d’obtenir des valeurs de Iv/Io moyennes plus précises. Pour
montrer que cette idée est intéressante, un modele a été construit assumant qu’une mutation
génétique réalisée a I’extrémité trans du nanopore d’aérolysine permettrait d’allonger les temps
de résidence des peptides dans le pore, et cela sans modifier, ni le taux de capture des peptides
dans le pore, ni le courant ionique circulant a travers le nanopore, ni les courants relatifs
résiduels Iv/Ip mesurés pour les vingts peptides Xr7. Ce modéle a permis de montrer qu'une
augmentation des temps de résidence des peptides dans le pore jusqu’a 20 ms permettrait de
distinguer 6 des 20 peptides analysés avec une précision de plus de 90 % (Fig. 71). Augmenter
d’avantage les temps de résidence jusqu’a 200 ms serait bien plus intéressant et permettrait de

distinguer 16 des 20 peptides analysés avec une précision de 90 % ou plus (Fig. 71).
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Figure 71 - Effet du temps de résidence sur la discrimination des peptides Xr7. Probabilité
théorique de distinguer un peptide individuel Xrz dans un mélange des vingt peptides Xrz a
partir d’'un événement de blocage du courant unique d une durée de 20 (bleu) ou 200 (rouge)
ms.
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2.6.2 Introduction de modifications chimiques

Dans un second temps, nous avons choisi d'introduire des modifications chimiques au niveau
de l'acide aminé X de certains peptides Xr7 qui sont plus particulierement difficiles a distinguer
a partir de leur valeur moyenne de Iv/lo. L'idée en réalisant cela est de moduler les valeurs du
courant relatif Iv/Io pour les extraire de I’intervalle de Iv/Io~ 0,3-0,4 dans lequel I’ensemble des
vingt peptides sont regroupés. Pour cela, deux peptides dont les valeurs sont trop proches pour
permettre leur distinction, Tr7 et Mr7, ont été modifiés chimiquement. Le peptide Yr7 a subi
une modification par I’ajout d’une fonction (-NO.), ou par I’ajout d’une phosphorylation (-P),
sur I’acide aminé Y. Le peptide Mr7 a subi une modification par I’ajout d’un groupement
chimique sulfoxide sur I’acide aminé M. Ces expériences ont montré que l'introduction des
modifications chimiques ont permis de modifier les signatures ¢électriques des acides aminés de
telle sorte a les distinguer des autres peptides, mais ¢galement de distinguer ces modifications

chimiques entre elles (Fig. 72 et 73).
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Figure 72 - lIdentification de peptides présentant des modifications chimiques avec le
nanopore d’aérolysine. Histogrammes de Iv/lo et distribution des durées de blocages en
fonction de Iv/lo (nuage de points) obtenus dans le cas de /’analyse avec [’aérolysine : (A) d 'un
mélange équimolaire des peptides Yrz et (NO2)-Yr7 et qui ont été ajoutés successivement en
solution en commencant par le peptide (NO2)-Yr7 (a), puis Yrr (b); (B) d’'un mélange
équimolaire des peptides Yrz et (SOsH2)-Yr7 et qui ont été ajoutés successivement en solution
en commencant par le peptide (SO3H2)-Yr7 (c), puis Yr7 (d) ; (C) d 'un mélange équimolaire des
peptides Yr7 et (NO2)-Yry7 et qui ont été ajoutés successivement en solution en commencgant par
le peptide (P)-Yr7 (), puis Yry (f). Dans chaque cas, la modification chimique est a /’origine
d’un décalage de la valeur de Iv/lo d origine. Les expériences ont éte realisées dans une solution
de KCI 4 M, 25 mM HEPES, pH = 7,5, a 20°C, et sous [/ ’action d 'une tension électrique de -50
mV appliquée en trans.
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Figure 73 - Vue d'ensemble de la discrimination des acides aminés protéinogénes et modifiés
chimiguement. Distribution des valeurs moyennes de lv/lo et leurs déviations standards
obtenues dans le cas de !’analyse individuelle des peptides Xr7 et des peptides Xr7 modifiés
chimiquement : (NO2)-Yr7 et (Met)-Mgy. Les expériences ont été réalisées dans une solution de
KCl 4 M, 25 mM HEPES, pH = 7,5, a 20°C, et sous [’action d’une tension électrique de -50
mV appliquée en trans.

2.6.3 Variation des conditions expérimentales et d'enregistrement électriques

Enfin, une dernicre stratégie a consisté a explorer les conditions expérimentales et a moduler
les parametres électroniques du dispositif expérimental de telle fagon a améliorer la résolution.
C’est dans le cadre d’une collaboration avec le groupe du Pr. Jan C. Behrends de I’Institut de
Physiologie de Freiburg en Allemagne que ces expériences ont pu étre réalisées. Les résultats
obtenus montrent qu’il est possible d’améliorer la séparation de certains peptides comme Lr7
et Ir7, en utilisant un dispositif a haute résolution permettant de réaliser des enregistrements du
signal électrique avec une fréquence d’échantillonnage de 1 ps et avec un bas bruit électrique,
permet de reproduire les résultats obtenus avec le dispositif expérimental que I'on a utilisé pour
'ensemble des expériences présentées mais également, et en combinant ce dispositif a de

nouvelles conditions expérimentales en électrolyte.
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En effet, un mélange de sels de bromure de potassium (KNO3") et de chlorure de potassium
(KCl), selon un ratio 1:1, a été utilisé comme électrolyte. Les expériences réalisées en présence
de cet électrolyte, ont permis d’améliorer la séparation des peptides Lr7 et [r7 en abaissant leur
taux d’erreur d’identification a moins de 5%, alors qu’il était de plus de 30%,. L’interprétation
de ce phénomene serait liée a I’interaction électrostatique des ions NOs3™ avec les peptides Xr7,
ce qui ralentirait leur dynamique et induirait en conséquence une diminution du bruit électrique,

et serait a I’origine d’une meilleure précision de la mesure (Fig. 74)
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Figure 74 - Discrimination des peptides Lrz et Ir7 dans des conditions expérimentales
d'enregistrement optimisees. Histogramme de Iv/lo dans le cas de I'analyse avec le nanopore
d'aérolysine d'un mélange équimolaire des peptides Lr7 et Ir7 ajouté dans le compartiment cis
en présence : (a) d'une solution ionique de KCI a une concentration de 4 M, sous I'action d'une
tension de -50 mV ou de (b) -40 mV ; ou (c) d'une solution ionique de 2 M KCI et 2 M KNO3z"
(ratio 1:1), sous l'action d'une tension électrique de -40 mV ; a chaque fois appliquée en trans.
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I11. Discussion & Conclusion

Nous avons donc démontré la possibilité de détecter et de caractériser les 20 acides aminés
protéinogenes par des signatures électriques spécifiques obtenues avec le nanopore d’aérolysine
sauvage. Parmi les 20 acides aminés analysés, 1'approche que nous avons mis en place nous a
permis d'identifier au moins 13 acides aminés dont R, W, F, K, L, N, T, P, D, A, C, S, et G,
sans y introduire de modifications chimiques ; et d'étendre I'identification aux acides aminés Y,
et M, en les modifiant chimiquement. Ce nanopore permet également de distinguer des
différences aussi subtiles qu'une fonction hydroxyle ou que des isoméres de structures de méme

masse molaire.

Nous avons également proposé des pistes expérimentales et théoriques d'amélioration de nos
résultats, comme [’utilisation d’un mutant d’aérolysine, 1’introduction de modifications
chimiques dans les peptides, ou encore la variation des conditions expérimentales et du
dispositif de mesure électrique. Les résultats obtenus confortent 1’idée que notre stratégie

pourrait étre utilisée pour le séquengage de protéines par nanopore.

Les résultats obtenus sont un progres supplémentaire par rapport aux autres techniques a
'échelle de la molécule unique, comme la détection par fingerprinting [16,18], par
fluoroséquencage [17,19], ou par effet tunnel [20] ; et ouvre la possibilité vers le développement
d'une méthode de séquengage de protéines par nanopore, résidus par résidus, a 1'échelle de la

molécule unique.

Les travaux de simulation ont permis d'identifier I’origine de la sensibilité atteinte avec cette
approche qui a été attribuée au nanopore biologique que l'on utilise, qui agit comme une
véritable trappe qui confine l'acide aminé li¢ a son amorce d'arginine polycationique dans la

zone de sensibilité du nanopore.

Les durées de résidence allongées des peptides dans le nanopore d'aérolysine constituent
l'originalité¢ de nos travaux, en comparaison a d'autres approches comme celle qui consiste a
tirer sur une protéine ou un peptide pour entrainer son dépliement, exposer ses domaines, et lire
sa séquence durant sa translocation a travers le nanopore pendant un temps trop court pour étre

suffisant a la lecture de la s€quence avec une précision d'un acide aminé.

Comme perspectives de ce travail, nous envisageons a plus long terme de proposer une stratégie

de séquencage dans laquelle les acides aminés d’une protéine seraient clivés un par un, puis
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seraient attachés a un homopeptide servant de locomotive, et seraient enfin analysés a travers
le nanopore d’aérolysine. Ces étapes de réaction seraient réalisées en parallele dans des volumes
indépendants, isolés dans des compartiments différents. L'étape de clivage pourrait étre réalisée

a l'aide d'une enzyme immobilisée prés du nanopore d'aérolysine.

Au cours de la réalisation de ces travaux, d'autres études ont été publiées proposant également
I’utilisation des nanopores biologiques pour I'analyse de peptides a la recherche de la meilleure
résolution, dans la perspective du séquencgage de protéines, de la détection et 1'identification

d'acides aminés et de modifications post-traductionnelles.

Parmi ces travaux, on peut citer les travaux de Huang ef al. nanopore FraC, qui ont proposé¢ de
moduler le diamétre du nanopore FraC en y introduisant des modifications génétiques
produisant des pores de 1,1, 1,6, et 0,84 nm de diamétre interne pouvant accueillir des peptides
d'une longueur de 4 a 22 acides aminés [91]. Un diamétre interne encore plus étroit que celui
du nanopore FraC serait nécessaire pour détecter des peptides de plus petites longueurs. Le
meilleur résultat montré dans cette étude est la discrimination entre une alanine et un glutamate
respectivement entre les peptides angiotensine A et II, en utilisant le nanopore de diamétre
interne 1,1 nm (W116S-FraC) et a pH 4,5, a -30 mV ; ce qui correspond a une différence de
masse de 44 Da. Les auteurs ont voulu aller plus loin en montrant qu'il est possible d'identifier
la masse de peptides a partir du courant ionique. Ils ont démontré I'existence d'un lien entre la
masse de 1'analyte et le courant ionique mesuré mais seulement a un pH de 3,8. Les résultats
obtenus dans cette étude sont dépendants de conditions en pH trés précises qui demeurent

difficiles a controler dans une expérience en routine.

Les mémes auteurs ont également récemment démontré la possibilité de détecter des molécules
de glucose et d'asparagine issues de fluides biologiques grace a l'utilisation de protéines de
reconnaissance, spécifique de ces molécules ajoutées en solution en présence du nanopore ClyA
[313]. Les mémes auteurs ont étendu leurs études a l'utilisation de plusieurs autres protéines
substrat de reconnaissance et ont montré que celles-ci peuvent étre utilisées comme de vrais
adaptateurs moléculaires avec le nanopore ClyA pour la détection d'une multitude de ligands,
dont la leucine, 'asparagine, et la glutamine [314]. Ces travaux ont un intérét plus particulier

pour les analyses en métabolomique.

Le groupe de Y. T. Long a trés récemment publié une étude montrant la détection d'acides
aminés individuels de cystéine, sans marquage, avec le nanopore d'aérolysine, par des blocages

du courant de 1'ordre d'une dizaine de millisecondes atteints pour des hautes tensions de + 120
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mV ou plus, dans des conditions en sels de KCI a une concentration de 1 M et a un pH d'environ
7,5-8. La méme analyse de glutamine et d'asparagine n'a pas permis de détecter ces derniers
acides aminés. La particularité de la détection de la Cystéine plus particulieérement a été attribué
au fait que cet acide aminé peut créer un grand nombre de liaisons hydrogénes avec le nanopore

d'aérolysine [315].

Enfin, plusieurs études ont ét¢ dédiées a I'analyse de modifications post-traductionnelles par un
nanopore biologique. A ce titre, on peut citer les travaux de mesure en temps réel de la
phosphorylation de peptides avec un nanopore d'aérolysine sauvage en présence d'une protéine
kinase [294,316], de la détection de glycosylation et de phosphorylation d'hétéropeptides avec
le nanopore FraC [317], ou encore de l'ajout de modifications chimiques comme des
fluorophores (e.g Fluorescéine, Alexa 633, Texas Red) sur les mémes peptides également avec

le nanopore FraC [318].
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Conclusion générale

En conclusion, nous avons présenté dans ce manuscrit les travaux de cette thése portant sur le
développement d'une stratégie de séquengage de protéines a I'échelle de la molécule unique

basée sur l'utilisation d'un nanopore biologique recombinant sauvage, I'aérolyine.

La technologie de détection ¢lectrique a I'échelle de la molécule unique, basée sur l'utilisation
de nanopores de différentes géométries, qu'ils soient biologiques, solides, ou hybrides, est
utilisée depuis de nombreuses années pour l'analyse d'une large gamme de molécules comme
les ions, les peptides, les protéines, les acides nucléiques, ou encore les polymeres synthétiques.
Une des démonstrations les plus spectaculaires ayant été réalisées avec la technologie des
nanopores, concerne le séquengage de I'ADN a 1'échelle de la molécule unique qui consiste a
lire la séquence d'un simple brin d'ADN dépli¢ a travers un nanopore au cours de sa
translocation. Cependant, la méme approche de séquencage par nanopore n'est pas parvenue a

étre transposée aux protéines en raison de leur complexité structurale et chimique.

L'objectif des travaux de thése présentés dans ce manuscrit était de définir une stratégie de
séquencage des protéines basée sur I'utilisation d’un nanopore stable et facilement modulable

permettant d’atteindre une résolution de détection d’un acide aminé.

Pour cela, nous avons choisi 'aérolysine, une toxine bactérienne qui a la capacité de former des
nanopores dans les membranes biologiques et qui a été utilisée dans de nombreuses études pour
l'analyse a I'échelle de 1a molécule unique de peptides, de protéines, de polymeres synthétiques,
et de nucléotides. L'intérét que nous avons porté a ce nanopore provient du fait qu'il a
récemment ¢été utilisé pour montrer la discrimination de polymeéres synthétiques de différentes
longueurs, d'oligonucléotides de différentes longueurs, avec une résolution d'une unité
monomeérique ; mais également pour montrer la détection de la variation de la nature chimique

d'une unité monomérique au sein d'un oligonucléotide.

En regard de cela, nous avons dans un premier temps utilisé le nanopore d'aérolysine pour
analyser des homopeptides de différentes longueurs dans des conditions expérimentales
identiques a celles ayant permis d'obtenir la séparation des polymeres synthétiques et des
oligonucléotides avec le méme pore. Nous avons démontré que 1'aérolysine, a I'état sauvage,
permet la détection et la discrimination avec une résolution d'une unité monomérique de courts
peptides d'arginine et de lysine d'une longueur de 5 a 10 acides aminés dans des conditions

expérimentales a haute concentration en sel (KCl) et sous l'action d'une large gamme de
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tensions électriques négatives. Nous avons également démontré que la détection peut &tre
étendue a des homopeptides d'arginine d'une plus courte longueur de 3 et 4 acides aminés et
d'une grande longueur de 12 acides aminés. Nous avons également démontré que des
hétéropeptides de différentes séquences sont discriminables par bloc de 5 acides aminés. Enfin,
nous avons montré dans ce travail que la sensibilité de ce nanopore nous permet de détecter des
impuretés peptidiques présentes dans les échantillons analysés et comparable a une centaine de
molécules. Ces impuretés avaient d'abord été détectées comme des populations secondaires
présentes dans les analyses d'un homopeptide d'arginine synthétique d'une longueur de 9 acides
aminés. Nous avons caractérisé ces impuretés comme étant des peptides de plus courtes
longueurs que le peptide présent majoritairement en solution, en réalisant une analyse

individuelle de chaque longueur et en comparant les valeurs d'amplitudes qui sont identiques.

Ces premiers résultats nous ont inspirés une stratégie pour identifier et distinguer les 20 acides

aminés protéinogenes avec l'aérolysine.

Nous avons montré dans un deuxiéme temps, en utilisant une chaine d'arginine d'une longueur
de 7 acides aminés liée a un huitiéme acide aminé dont la nature chimique varie parmi les 20
acides aminés protéinogenes, que l'aérolysine a 1'état sauvage, permet de détecter chacun des
peptides et fournit un signal électrique caractéristique de chacun des 20 acides aminés. Dans
ces résultats, nous avons démontré que l'analyse de cette construction avec ce nanopore nous
permet de discriminer au moins 13 des 20 acides aminés protéinogenes, alors que d'autres
présentent des signaux trop proches pour étre facilement distinguables. Parmi ces acides
aminés, nous avons plus particulierement montré que l'aérolysine permet de distinguer, sur la
base de I'amplitude de blocage du courant, des modifications chimiques subtiles telles que la
différence d'un groupement hydroxyle entre les peptides portant une phénylalanine (F) et une
tyrosine (Y), et telles que des isomeres de structures de méme masse moléculaire comme la
leucine (L) et I'isoleucine (I). Ce résultat montre, d'une part, la haute sensibilit¢ de ce nanopore
pour la détection de différences aussi subtiles, ce qui peut se révéler étre difficile avec des
techniques plus conventionnelles ; d'autres part, ouvre une perspective vers la possibilité de
l'utiliser pour la détection de modifications chimiques post-traductionnelles ; et enfin, ouvre le
débat concernant la discrimination des molécules par 1'aérolysine dans des conditions a haute
concentration en sel qui était principalement attribuée a la différence de masse de ces molécules
et avait donné naissance au concept de la spectrométrie de masse par nanopore qui est discuté
aujourd'hui. En effet, nous avons démontré que la discrimination des acides aminés dans nos

travaux est davantage liée a des différences de volumes qu'a des différences de masses.
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Pour étendre la discrimination a plus d'acides aminés, nous avons introduit des modifications
chimiques sur certains acides aminés difficiles a distinguer afin d'évaluer leur signal en présence
des modifications chimiques. En réalisant cela, nous sommes parvenus a étendre la
discrimination de 13 a 15 des 20 acides aminés protéinogenes. Nous avons également confirmé
le potentiel du I'aérolysine pour la détection de modifications post-traductionnelles. Une autre
approche d'amélioration de nos résultats a consisté a explorer de nouvelles conditions
expérimentales favorisant la discrimination des peptides et I'utilisation de systéme d'acquisition
plus performant. Nous avons démontré par cette approche qu'il est possible de réduire le taux
d'erreur d'identification de deux acides aminés comme la leucine et l'isoleucine ; en modifiant
les conditions expérimentales en électrolyte, et en utilisant un systéme d'acquisition du signal
plus performant ; I'ensemble nous permettant de réduire le bruit électrique induit par la présence

des peptides dans le pore.

Les travaux de simulation réalisés ont mis en lumiere le mécanisme a 1'origine de 1'obtention
d'une telle résolution de séparation avec le nanopore d'aérolysine. Les résultats obtenus ont été
attribués aux propriétés de géométrie et de charge du pore d’aérolysine. En effet, I’intérieur du
pore constitue un volume délimité par deux barrieres d'énergie, localisées au niveau des deux
constrictions du nanopore, dans lequel les acides aminés liés a leur amorce d'arginine sont

confinés pendant des durées de 1'ordre de la dizaine de milliseconde.

Comme perspectives de ces travaux, nous avons proposé une stratégie de séquengage basée sur
cette approche qui consisterait a séquencer des protéines résidus par résidus. Le principe serait
de cliver les acides aminés d'une protéine ou d'un peptide d'intérét, un par un, dans un premier
compartiment, a l'aide de I'assistance d'une enzyme. L'acide aminé clivé serait ensuite 1i¢ dans
un deuxiéme compartiment, a un homopeptide d'arginine constituant I'amorce peptidique,
nécessaire a l'entrée de 'acide aminé dans le nanopore d'aérolysine inséré dans une membrane

de lipides dans un troisieéme compartiment.

Dans la continuité de ces travaux de these, ces différentes étapes doivent étre explorées pour
démontrer de la faisabilité de I'approche de séquengage que nous proposons. Une des limitations
qui concerne 1'étape de ligation de I'acide aminé a 1'amorce peptidique pourrait trouver comme
alternative l'utilisation d'une molécule hote capable de former un complexe avec les acides

aminés qui seraient détectés dans le nanopore.

Dans ce sens, nous avons entamé au cours de ma thése, des travaux portant sur 'analyse de

molécules cavitaires de cucurbiturils qui sont connus pour présenter une forte affinité de liaison
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avec les acides aminés, en comparaison a leurs homologues, les cyclodextrines. Nous avons
déja montré que des molécules de cucurbiturils de différents diamétres sont détectées avec le
nanopore d'aérolysine, et dans différentes conditions expérimentales [319]. La prochaine étape
serait de montrer la détection d'un complexe formé entre une molécule de cucurbituril et un
acide aminé avec le nanopore d'aérolysine. Au-déla de l'intérét de cette étude pour le
séquencgage de protéines, cette approche pourrait étre utilisée pour détecter des acides aminés

libre présents dans des fluides biologiques dans le contexte d'analyses métabolomiques.

Pour finir, la technologie des nanopores est en constant progrés pour l'analyse d'une large
' A \ 1 1.7 ] oqe .
gamme d'analytes, et cela grace a la possibilité d'utiliser des nanopores aux configurations et
aux diametres multiples comme des nanopores biologiques modifiés génétiquement,
chimiquement, et/ou associés a des moteurs moléculaires, et/ou inséré dans des membranes
solides ; des nanopores solides percés dans des matériaux de différentes natures qui peuvent
étre fonctionnalisés pour améliorer leur spécificité ; ou encore des nanopores hybrides

combinant les avantages des nanopores biologiques.
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Glossaire des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager

ATP : Adénosine triphosphate

AlO3 : Oxide d’aluminium

Al : angiotensine [

A2 : angiotensine II

Ag : Argent

A : Angstrom

BtuB : Binding to vitamin B12 porin

BN : Nitrure de bore

BLM : Black lipid membrane

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
ClpX : Caseinolytic Mitochondrial Matrix Peptidase Chaperone Subunit X
ClpP : caseinolytic protease proteolytic subunit
Cy3 : Cyanine 3

CTP : C-terminal peptide

cryo-EM : microscopie cryo-¢lectronique atomique
ClyA : Cytolysine A

CsgG : Curli production assembly/transport component
°C : degré Celsius

dNTP : désoxynucléoside triphosphate

dATP : désoxyadénosine triphosphate

dCTP : désoxycytidine triphosphate
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dGTP : désoxyguanosine triphosphate

dTTP : désoxythymidine triphosphate

Da : Dalton

DPhPC : 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
EpCAM : Epithelial Cell Adhesion Molecule

EGF : Epidermal Growth Factor

ET-1 : Endothéline 1

ET-2 : Endothéline 2

FRET : Fluorescence resonance energy transfer
FraC : Fragaceatoxin

FhuA : Ferrichrome porin A

gpl0 : gene product 10

g/mol : gramme par mole

Gdn-HCI : Guanidium Hydrochloride

GPI : glycosyl-phosphatidylinositol

HPLC : chromatographie liquide a haute performance
HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HCI : acide chlorhydrique

IPTG : isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

KCl : chlorure de potassium

KF : Klenow fragment

kb : kilobase

kDa : kiloDalton

KOH : hydroxyde de potassium

kHz : kiloHertz
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KNOj3™: bromure de potassium

LiCl : chlorure de lithium

LamB : bacteriophage lambda receptor porin

LE : encéphalite

LC-MS : chromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse
M : mol/L ou moles par litre

MOF : Metal Organic Framework

MspA : Mycobacterium segmatis protein A

MoS?2 : Disulfure de molybdéne

mV : millivolt

MALDI : Matrix-assisted laser desorption

mg : milligramme

MECA : Multi-Electrode Channel Array

mg/mL : milligramme par millilitre

pum : micrometre

Np-SMMS : Nanopore-based Single Molecule Mass Spectrometry
Np-SMSD : Nanopore-based Single-Molecule Size- Discrimination
NanoTag-SBS : NanoTag-based real- time Sequencing By Synthesis
NT : neurotensine

NaCl : chlorure de sodium

NO: : dioxyde d’azote

nm : nanometre

NfpA/B : Nocardia farcinica porin A/B

Omp : Outer membrane protein

PCR : Polymerase Chain Reaction
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pN : picoNewton

pS : picoSiemens

PTFE : polytétrafluoroéthyléne

pF : picoFarad

pHi : potentiel hydrogene isoélectrique
PET : polyéthyléne tétraphtalate

PEG : polyéthyléne glycol

pA : picoAmpere

PFT : pore-forming toxin

pH : potentiel hydrogéne

PhoE : phosphoporin protein E

% : pour cent

QBPI : polyglutamine binding peptide
RPS : Resistive Pulse Sensing

SiN : Nitrure de silicium

TAT : transactivator of transcription
Tris : tris(hydroxyméthyl) aminométhane
TOF : Time of flight

Ti : temps inter-événements

Ub : Ubiquitine

VDAC : Voltage-dependent anionic chanel
V : Volt

ZnO : Oxide de zinc
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