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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

Une cellule biologique est un milieu compartimenté par des membranes de lipides. Les
échanges de molécules entre les différents compartiments s'effectuent par
l'intermédiaire de canaux. C'est le cas des échanges de protéines, synthétisées dans le
cytoplasme mais qui sont en partie exportées vers d'autres organites comme les
mitochondries. Le transport de protéines a travers un canal inséré dans une membrane
est appelé translocation. La translocation de protéines joue un réle essentiel dans de
nombreux processus biologiques, comme la synthése ou la dégradation protéique,
I'adressage de protéines dans les différents compartiments cellulaires et leur
repliement. La translocation est effectuée grace a des complexes protéiques
membranaires actifs, nécessitant de I'énergie, appelés translocons. Ces complexes sont
composés d’'un canal nanométrique qui permet le passage de protéines a I'état déplié a
travers la membrane, mais aussi de différents facteurs solubles qui fournissent I'énergie
nécessaire a la translocation des protéines en hydrolysant de I'’ATP ou du GTP et qui
controlent le repliement. Les protéines transportées doivent en effet étre repliées
correctement en sortie du translocon pour acquérir leurs propriétés fonctionnelles(/, 2).
Il existe donc une relation importante entre transport et repliement qu'il est intéressant
d'étudier du point de vue fondamental et aussi dans un but thérapeutique. De
nombreuses pathologies sont associées au mauvais transport et au mauvais repliement
de protéines(3, 4). L'étude du fonctionnement du translocon et la dynamique du
processus de translocation ont fait l'objet de nombreux travaux mais restent a
comprendre en détail. Une stratégie d'étude est de mimer le fonctionnement d'un

translocon et dans un premier temps de réaliser des expériences sur le transport de
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protéines a travers des pores passifs de géométrie convenable en substituant I'énergie

apportée par I’ATP par une force électrique qu'’il est possible de controéler.

L'application d'un champ électrique a travers un canal engendre un courant électrique
qui permet de détecter la présence d'une macromolécule dans le pore a cause de son
influence sur la résistance électrique locale. Cette méthode de détection électrique a été
inventée dans un autre contexte par Coulter au début des années 50 (5). Elle a été
adaptée plus tard en 1986 par Zimmerberg et Parsegian, qui ont émis 1'idée de faire
passer un polymere dans un nanopore protéique inséré dans une membrane lipidique,
afin de mesurer le diametre du canal(6). Lorsque I'on applique un champ électrique a
travers une membrane dans laquelle est inséré un nanopore, la chute de courant induite
par la molécule dans le pore dépend de sa nature chimique, de sa conformation, de sa
longueur, de la largeur du canal et de la force ionique, de son interaction éventuelle avec
le pore. Cette variation de courant est mesurable par les techniques modernes
d’électrophysiologie si la durée du blocage dépasse quelques microsecondes.

L’étude du transport de molécules dans des nano-canaux a débuté, a 'université d’Evry,
en 2001 suite a plusieurs études sur la structure de polymeres confinés (7) et a abouti a
la proposition de Juan Pelta d’utiliser des canaux protéiques comme capteurs de
conformations de protéines partiellement ou completement dépliées et pour contrdler
le repliement de protéines en sortie de nanopore. La premiere partie de ce programme a
été mis en oeuvre par Ghani Oukhaled au cours de sa these (8) en 2007.

Le laboratoire a aussi développé 1'étude du transport de molécules dans des nanopores
artificiels moulés dans des dispositifs élastomeres (PDMS) ou percés par faisceau d’ions
focalisé dans des membranes de semi-conducteurs en parallele de l'utilisation des

nanopores protéiques. Anne-Laure Biance en 2005 a développé sous la direction de
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Jacques Gierak au laboratoire de Photonique et Nanostructures de Marcoussis le percage
de nanopores par faisceau d’ions focalisé (9), puis Birgitta Schiedt en 2008 a effectué
dans le méme laboratoire les premieres expériences en France de transport d'une

protéine dans un grand nanopore artificiel (/0).

La majorité des études sur le transport et le dépliement de protéines a travers des
nanopores a été effectuée dans des nanopores protéiques(8, /1-18). Jusqu’a présent, tres
peu de travaux ont été réalisés sur le transport de protéines dans des nanopores
artificiels(/9-21).

Le but initial de cette these financée par un projet européen (Nanoscience Eranet+,
“NANOPORE” No. 08-NSCI-006-01), était d’étudier la translocation de protéines dans
des systemes biomimétiques passifs (pores protéiques et artificiels), de les comparer
avec des systémes naturels (reconstitution du translocon dans une membrane lipidique)
et de mesurer les forces se développant pendant ce processus. Seule la premiere partie
de ce programme ambitieux a été réalisée. J'ai étudié le transport et le dépliement de
protéines dans deux types de canaux : des canaux protéiques qui commencent a étre
bien connus comme I'alpha-hémolysine, et des nanopores artificiels percés dans des
membranes de nitrure de silicium, jusque la utilisés principalement pour étudier le
transport de ’ADN.

Des questions se posent a la fois au niveau du dépliement de protéines a travers un
nanopore protéique que du point de vue du transport de protéines a travers un
nanopore solide. Est-il possible de suivre le dépliement d'une protéine instable a
I'échelle de la molécule unique a partir de signaux électriques? Est-ce que le dépliement
de la protéine dépend du sens d'entrée dans le pore protéique? Est-il possible de

controler la translocation de protéines natives et dépliées a travers des nanopores
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solides en modulant la force électrique?

Je présente dans le chapitre 1, un état de 'art sur le transport de protéines dans les
nanopores biologiques, puis sur l'utilisation de nano-canaux pour la détection électrique
de protéines a I’échelle de la molécule unique, par détection électrique. Je décris ensuite
les outils expérimentaux qui ont été utilisés durant cette these. Je rappelle aussi des
éléments théoriques pour la compréhension de 'étude du transport de molécules dans
un milieu confiné.

Le second chapitre est consacré au dépliement d'une protéine déstabilisée, MalE219, par
transport a travers un nanopore protéique d’alpha-hémolysine. J'étudie 'effet de la
concentration en agent dénaturant sur le passage de la protéine dans le pore et je
compare le dépliement de la protéine selon son sens d’entrée dans le pore d’alpha-
hémolysine. Cette étude a été publiée dans ACS Chemical Biology en 2011 (22).

Le chapitre 3 est consacré a la translocation de protéines dans des nanopores artificiels.
Je présente le transport de transport de protéines selon la force électrique appliquée
dans des nanopores artificiels de différentes tailles. Je décris d’abord la dynamique dans
un nanopore dont le diameétre est plus grand que celui de la protéine a I'état natif et
déplié, puis le transport dans un nanopore dont le diametre est plus petit que celui de la
protéine a I'état déplié. Ce chapitre repose sur deux articles publiés dans ACS Nano en
2011 (23) eten 2012 (24).

J’ai montré que la technique de nanopore protéique couplée a une détection électrique
permet de suivre le dépliement d’'une protéine dont une mutation modifie sa transition
de dénaturation vers les faibles concentrations en agent dénaturant. Par ailleurs, le sens
d’entrée de la protéine, par le vestibule ou par la tige, a travers un pore asymétrique
d’alpha-hémolysine n’influence pas la transition de dépliement. Les pores artificiels dont

le diametre est supérieur a celui de la protéine peuvent étre utilisés pour distinguer
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|'état natif, de I'état déplié d'une protéine. Lorsque la protéine dépliée est plus grande
que le diametre du pore. L’entrée de la chaine dépliée dans le pore est associée a une
barriere d’énergie principalement entropique. Pour des différences de potentiels
modérés, les protéines pourraient interagir avec le pore sans étre nécessairement
transportées. En revanche, pour de fortes forces électriques appliquées, la protéine est
transportée a travers le pore par un mécanisme d’électrophoréese. Ces résultats ont été
appuyés sur une théorie qui permet d’interpréter l'ensemble des données

expérimentales.
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Chapitre 1: TRANSPORT DE PROTEINES DANS UN NANOPORE

1 Transport de protéines dans un nanopore

1.1 Transport de protéines a travers une membrane

La moitié des protéines sont transportées dans un état déplié a travers des membranes
pour atteindre leur destination finale du a la compartimentation de la cellule. La
translocation est une étape décisive dans la biosynthése de nombreuses protéines(1, 2)
car elles doivent étre correctement repliées en générale pour étre fonctionnelles. De
nombreuses pathologies comme le cancer, les maladies de Parkinson et d’Alzheimer
sont associées au mauvais transport(3) et repliement(4) de protéines d’ou l'intérét de
leur étude.

Il y a deux systemes de transport de protéines. Le premier est localisé dans la membrane
plasmique bactérienne, dans le reticulum endoplasmique (RE) et dans la membrane
interne de la mitochondrie et du chloroplaste (figure 1.1). On I'associe a un systeme
d’exportation car les protéines sont exportées du cytosol vers des compartiments
intracellulaires (périplasme bactérien, lumiere du RE, lumiére du thylakoide ou la
membrane interne de la mitochondrie). L'autre systeme est localisé dans la membrane
interne et externe de la mitochondrie et du chloroplaste et dans la membrane du
peroxysome. On 'associe a un systéme d’importation car les protéines sont importées

dans des organites.
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B ER Translocation

C Mitochondrial Import D Chloroplast Import
Cytosalic
chaperone i ochondrial S
precursor protein
Outer
Sorting and membrane

assembly machinery  protein

Figure 1.1: B) Translocation co-traductionnelle dans le reticulum endoplasmique. C)
Importation de protéines dans la mitochondrie. D) Importation de protéines dans le

chloroplaste(25).

by

Les protéines transportées a travers une membrane cellulaire possedent un peptide
signal clivable a I'extrémité N-terminal de la chalne(26) qui est reconnu par divers
facteurs cytosoliques qui permettent 'adressage de la protéine. Le peptide signal est
généralement composé d'une séquence en acides aminés avec des charges électriques.
Ces protéines sont adressées dans un état déplié.

Elles utilisent une méme machinerie pour leur transport a travers la membrane : le
translocon. Ce canal est un complexe protéique généralement associé a un moteur
fonctionnant grace a '’hydrolyse de nucléoside triphosphate qui permet le passage de la

protéine a travers la membrane.
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Chapitre 1: TRANSPORT DE PROTEINES DANS UN NANOPORE

Nous nous intéresserons ici au systeme d’exportation de protéines. Le translocon est un
complexe protéique membranaire appelé Sec61 chez les eucaryotes et SecYEG chez les
procaryotes ou les archae(27) (figure 1.2). Les complexes Sec61 et SecYEG sont les
composants membranaires essentiels pour la translocation de protéines chez les
mammiferes et les procaryotes(28-30). Le systeme Sec61 permet I'export de protéines
vers la lumiere du RE et l'insertion de protéines membranaires. Le systeme SecYEG
permet I'export de protéines vers le périplasme et I'insertion de protéines au niveau de
la membrane plasmique. Le canal a un diametre compris entre 1.5 et 2 nm. Ce petit
diametre implique que la chaine polypeptidique transportée soit dans une conformation
dépliée(31, 32). Il existe deux modes de translocations, I'un co-traductionnelle et I'autre
post-traductionnelle, ayant une source d’énergie différente pour la translocation des

protéines.

a Top view b side view

y-subunit
(SecE)

Cytosol

Lateral
gate

\

a-subunit
(SecY)

Front

y-subunit
1 (SecE)

Pore ring

Plug

Extracellular
space

Figure 1.2 : Structure cristalline du canal SecY de Methanococcus jannaschii. a) canal vu

du dessus. b) canal vu de coté et inséré dans la membrane.(25)

1.1.1 Translocation co-traductionnelle
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Chapitre 1: TRANSPORT DE PROTEINES DANS UN NANOPORE

Lors de la translocation co-traductionnelle, le partenaire principal est le ribosome. Ce
mode de translocation est retrouvé dans toutes cellules et est utilisé pour la
translocation de protéines membranaires ou sécrétées. La translocation s’initie avec une
phase d’adressage, pendant laquelle le ribosome approche la chalne protéique naissante
de la membrane du RE par reconnaissance avec la molécule SRP (Signal Recognition
Particle) qui reconnait le peptide signal. Ce complexe ribosome-chalne naissante se fixe
alors a la membrane par interaction entre SRP et SR qui est son récepteur membranaire,
puis par interaction entre le ribosome et le translocon. La chaine polypeptidique
naissante passe alors dans le canal et c’est 'hydrolyse de GTP pour I'élongation par le
ribosome qui fournit I'énergie suffisante pour le passage a travers le canal (figure 1.3).

La protéine est alors progressivement repliée en passant de I'autre c6té de la membrane.

mRNA

@

Signal
sequence
Cytosol

h

m"?%

Sec61/ SRP
SecY receptor
Extracellular
space

Figure 1.3 : Modéle de translocation co-traductionnelle. Le schéma montre les différentes
étapes de la translocation co-traductionnelle. Etape 1 : Interaction de SRP avec le peptide
signal de la chaine naissante. Etape 2 : Interaction du complexe ribosome-SRP avec le
récepteur membranaire SR. Etape 3 : Relargage de SRP et interaction du ribosome avec
Sec61/SecYEG et transfert de la chaine naissante dans le canal. Etape 4 : Translocation de
la chaine polypeptidique, clivage du peptide signal et repliement de la chaine de 'autre
coté de la membrane. Etape 5 : Fin de la translocation et dissociation des deux sous-unités

ribosomales. (25)
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Chapitre 1: TRANSPORT DE PROTEINES DANS UN NANOPORE

1.1.2 Translocation post-traductionnelle

Chez les Eucaryotes

Dans la plupart des cellules, les protéines sont transportées apres la fin de leur synthese.
Cette translocation post-traductionnelle utilise plusieurs mécanismes chez les
eucaryotes ou les procaryotes. Chez la levure, et probablement chez tous les eucaryotes,
la translocation est effectuée en coopération entre Sec61 et un canal protéique
tétramérique nommé Sec62/63, mais aussi avec une protéine de la lumiére du RE, la
protéine BiP, membre de la famille d’ATPases des Hsp70.(33) La chaine polypeptidique
traduite est conduite jusqu’au systeme Sec61, et sous forme dépliée grace a la présence
de chaperones associées. Une fois que le peptide signal entre en interaction avec Sec61,
les chaperones sont relarguées. Il y alors interaction de la protéine BiP-ATP avec le
domaine-]J de Sec63, 'ATP est hydrolysé ce qui permet a la protéine BiP de s’approcher
de la chalne polypeptidique engagée dans Sec61l. BiP interagit avec les parties
hydrophobes de la chalne polypeptidique et 'empéche de repartir vers le cytosol, tout
en l'entrainant aussi vers la lumiére du RE. Lorsque le mouvement est suffisant, une
autre protéine BiP vient se fixer sur la chaine. Ce processus est répété jusqu’a ce que la
totalité de la chaine soit transportée (figure 1.4). Enfin, I'échange d’'un ADP en ATP
permet d’ouvrir les protéines BiP, qui relachent la chaine polypeptidique transportée

qui peut se replier.
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Preprotein
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seﬂggﬁlce Sec62/63
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Figure 1.4 : Modele de translocation post-traductionnelle chez les eucaryotes. Le schéma
montre les différentes étapes de la translocation post-traductionnelle pour la sécrétion de
protéines. Etapel : Interaction de la chaine polypeptidique au complexe Sec, constitué de
Sec61 et Sec62/Sec63. Les chaperones associées a la chaine polypeptidique sont relarguées
durant son insertion dans le canal. Etape 2 : BiP-ATP interagit avec le domaine-] de Sec63.
Apres hydrolyse de I'ATP, BiP-ADP se lie a la chaine polypeptidique I'empéchant de revenir
dans le cytosol. Ce processus est répété jusqu'a ce que la chaine soit totalement
transportée. Etape 4 : Régénération de BiP-ATP qui se dissocie de la chaine polypeptidique.
(25)

Chez les Procaryotes

Chez les procaryotes, la chaine polypeptidique est « poussée » dans le translocon grace a
son partenaire, I'’ATPase cytosolique SecA.(34) SecA se lie d’abord a la chaine
polypeptidique pour l'insérer dans SecYEG. Les chaperones SecB sont alors relarguées
durant ce processus. SecA posséde deux motifs qui glissent 'un sur l'autre grace a
I'hydrolyse de I'ATP (figure 1.5). C’est ce mouvement qui pousse la chaine
polypeptidique a l'intérieur du canal. La chaine polypeptidique se replie petit a petit en
sortie de canal, et une fois la translocation terminée, SecA se sépare de SecYEG. Des

travaux de simulation ont été effectués en 2006 sur la dynamique de passage de

16



Chapitre 1: TRANSPORT DE PROTEINES DANS UN NANOPORE

polypeptides a travers le complexe SecYER.(35) Les temps mesurés dans cette
simulation sont tres éloignés des temps réels de translocation. Cette étude montre que la
mesure de temps de translocation par simulation n’est pas possible et qu’il y a un réel
besoin d’expériences pour mesurer ces temps. Une alternative est l'utilisation d'une
approche gros grains pour la simulation qui permet d’accéder a une échelle de temps

plus longue(36-38).

SecB
Preprotein

Signal sequence

/ |
SecA '
PPXD :

Two-helix Clamp
finger \ ATP  ADP +Pi

SecY
M Z
R
(1

Cytosol

Periplasm

Figure 1.5 : Modele de translocation post-traductionnelle chez les procaryotes. Le schéma
montre les étapes de la translocation post-traductionnelle pour la sécrétion de protéines.
Etape 1: SecA interagit avec la chaine polypeptidique et l'insere dans SecYEG. Les
chaperones cytosoliques SecB sont relarguées durant cette étape. Etape 2 : Grdce aux
cycles d’hydrolyse de I'ATP, les motifs de SecA poussent la chaine dans le canal. Etape 3 :

Une fois la translocation achevée, SecA est libérée.(25)

1.1.3 Intégration de protéines membranaires par Sec61/SecY

La plupart des protéines membranaires sont intégrées dans la bicouche lipidique
pendant la translocation co-traductionnelle. Les segments transmembranaires
s'intégrent séquentiellement dans la membrane grace a une ouverture située dans le

canal qui est directement en contact avec la phase lipidique(39-42). Lorsqu'un
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partenaire de la translocation est en interaction avec le canal, cet écart serait ouvert en
permanence. Le mécanisme est donc simple; pendant que la chaine polypeptidique est
transportée, le segment situé dans la phase aqueuse du canal est exposé a un
environnement hydrophobe dii a la présence de cette ouverture, ce qui permettrait de

répartir chaque segment selon I'’environnement hydrophile ou hydrophobe.

1.1.4 Observation électrique de la translocation

Fevre et al(43) observent en 1990 par détection électrique des canaux mitochondriaux
issus de levures qui sont reconstitués dans une membrane lipidique et le transport de
peptides. C’est Simon et Blobel(26) en 1991 qui ont effectué la premiere observation
électrique de la translocation co-traductionnelle d’'une protéine a travers un systeme
reconstitué Sec61. Des microsomes pancréatiques ont été fusionnés avec une membrane
lipidique plane séparant deux compartiments. En présence de puromycine, un inhibiteur
de la traduction, ils ont pu voir une augmentation de la conductivité du canal associée au
détachement d'une chaine naissante de protéine. Ils ont aussi montré que le ribosome
en interaction avec Sec61 permettait de garder le canal ouvert. C’est la premiere fois que
I'on a pu corréler la traduction avec un mécanisme de sécrétion de protéines. Wirth et
al(44) reconstituent en 2003 dans une membrane lipidique le translocon Sec61. En
2004, Woolhead et al(45) montrent le repliement par fluorescence d’'une protéine par
passage a travers le translocon et que le ribosome interagit directement avec celui-ci

pour le transport.
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1.2 Transport de protéines al'échelle de la molécule unique dans un

nanopore

Les expériences de reconstitution d’'un translocon dans une membrane lipidique sont
tres difficiles a réaliser et a interpréter. Une premiere approche plus simple pour étudier
le transport et le repliement de protéines est I'utilisation d’'un pore passif protéique ou
artificiel, a partir de membranes solides percées, pour mimer le canal. Dans ce cas, il est
possible de substituer I'énergie nécessaire a la translocation in vivo, par un champ
électrique in vitro.

La détection de polymeres et polyéléctrolytes synthétiques, biomolécules, et de
complexes molécule-ligand a I'échelle de la molécule unique permet d’étudier des
problématiques au niveau fondamental pour la biologie et la physique(46-48). La
sensibilité de cette technique a permis le développement d’outils de bio-analyse et de
diagnostique(49-51). Parmi les diverses techniques de molécule unique développées
comme le FRET(52), 'AFM(53) ou les pinces optiques(54) et magnétiques(55), une
nouvelle technique a été développée ces quinze dernieres années: l'utilisation de
nanopores protéiques ou artificiels. Cette nouvelle technique est complémentaire de la
technique de FRET qui ne donne pas acces a I'’ensemble des conformations et donc au
paysage énergétique. Elle explore aussi un espace de conformations différent de celui
exploré par la technique des pinces optiques. Il n’est pas certain que les processus de
dépliement et repliement observés avec les techniques de forces soient les mémes que
les processus obtenus lors de la dénaturation thermique ou chimique, ou lors du
repliement spontané de la protéine. Les nanopores protéiques ou artificiels offrent donc

une autre alternative pour I'étude du dépliement ou repliement d’'une protéine.
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1.2.1 Principe de détection électrique

La méthode de détection électrique de particules a I’échelle unique nait dans les années
1950, avec I'ingénieur W. H. Coulter(5). Il brevette en 1953 le compteur qui porte son
nom, permettant I'analyse individuelle d’objets d’'une taille de I'ordre du dixieme de
millimétre en solution. Le principe est basé sur la mesure de variation de la résistance
électrique d’'un canal de taille microscopique rempli d’'une solution contenant des
électrolytes. Cette variation est engendrée par la présence d'un objet colloidal ou d’une
particule a l'intérieur du canal. Lorsque ce dernier est soumis a une différence de
potentiel, un courant électrique circule. Un objet, ou une particule, chargés
électriquement peuvent étre entrainés dans le canal sous 'action d'une force électrique,
de I'agitation thermique ou d’un gradient de concentration pour les objets non chargés.
La présence d’une particule dans le canal le bouche partiellement et produit une
brusque augmentation de résistivité associée a une chute de courant et a une impulsion
que 'on peut mesurer et analyser. Le nombre d’impulsions correspond au nombre de
particules ayant traversé le canal. L’amplitude de l'impulsion est reliée a la taille de
'objet et la largeur de I'impulsion est reliée au temps de séjour de la particule dans le
canal.

Le compteur a été utilisé en médecine dans les années 60 pour I'analyse de cellules
sanguines. Cependant afin de détecter des objets aussi petits que des molécules, il est

nécessaire d’avoir des pores ou des canaux de tailles comparables.
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Le dispositif de Coulter est amélioré en 1972 par Bean et DeBlois(56). La technique de
Track-Etch leur permet d’obtenir des pores artificiels uniques de I'ordre de 100 nm et
ainsi d’analyser des particules plus petites que les cellules.

En 1976, Neher et Sakmann développent la méthode du patch-clamp(57), grace a
laquelle ils observent le signal électrique d’'un canal ionique détectant des molécules
d’acétylcholine (échelle du nanometre). Ils découvrent ainsi les fonctions des canaux
ioniques isolés dans les cellules(58).

En 1986, Zimmerberg et Parsegian proposent le principe d'une expérience permettant la
mesure du diametre de canaux ioniques en y faisant passer des chaines de polymeres de

taille croissante(6). Le principe est présenté figure 1.6.
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Figure 1.6: Montage schématique pour la détection électrique en molécule unique de la
translocation.(6) Une différence de tension électrique de l'ordre de 100mV est soumise a
une membrane de lipides contenant un pore préalablement inséré, produisant alors un
courant de quelques dizaines de pA dans celui-ci, le passage d’une molécule a travers le
pore induit un bouchage partiel du pore et une chute de courant. Ti correspond au temps

inter-événement, et Tt au temps de transport.

En 1994, Bezrukov, Vodyanoy et Parsegian développent le compteur Coulter a I’échelle

moléculaire grace a I'instrumentation moderne qui permet une meilleure amplification
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du courant. Ils démontrent que I'analyse des fluctuations du courant permet |'estimation
du coefficient de diffusion du polymere a l'intérieur du canal(59).

Enfin en 1996, Kasianowicz et son équipe mettent en évidence le passage d'un ADN
simple brin a travers un pore protéique inséré dans une bicouche lipidique sous I'effet
d’'un champ électrique(60). Ce sont les premiers a interpréter les blocages du courant
ionique a travers un pore comme des translocations de polynucléotides. En effet, une
technique d’amplification de ’ADN, par PCR permet de montrer et quantifier la présence

de molécules en sortie pore.

1.2.2 Nanopores

Ce sont les nanopores protéiques qui ont été utilisés les premiers(60) pour I'étude du
transport a I'échelle de la molécule unique. Des chercheurs se sont ensuite intéressés
aux nanopores artificiels a partir de membranes solides(61). Il y a eu un intérét commun
développé a I'étude de la dynamique de transport de molécules dans ces deux types de
nanopores. Des nanopores de seconde génération ont été fabriqués, qui sont des
nanopores modifiés, chimiquement pour les nanopores artificiels, par biologie
moléculaire pour les nanopores protéiques, dans le but de contrdler la translocation.
Enfin tres récemment, les nanopores de troisiéme génération sont apparus, ce sont des
nanopores hybrides(62-64) (insertion d’un canal d’alpha-hémolysine ou d'un origami
ADN dans un nanopore artificiel) ou bio-inspirés (65, 66) (Nanopore solide recouvert

d’une bicouche de lipide).

Nanopores protéiques
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Des méthodes électro-physiologiques ont été utilisées pour démontrer 'existence de
canaux protéiques(26, 67), ou de pores protéiques passifs, généralement des toxines(68-
71). Ces expériences consistent en l'insertion d’'un canal unique dans une membrane
lipidique reconstituée, usuellement une bicouche d’'une solution de 1% de lipides dans
du décane ou un autre solvant organique, qui est déposée sur un trou de l'ordre du
micrometre qui sépare deux compartiments. Il est possible de suivre I"épaisseur de la
membrane en calculant la capacité. L’avantage de ces pores protéiques passifs est leur
grande stabilité et une reproductibilité au cours des expériences, au niveau de la
géométrie du canal. En effet, cette reproductibilité est prouvée grace a des courbes
réalisées sur de nombreux pores qui suivent le courant a travers le pore en fonction de
la tension appliquée (I-V). Un autre avantage est la possibilité de fabriquer de maniere
recombinante ces pores, mais aussi de créer de maniére ponctuelle des mutations ou des
modifications chimiques(72). Nous avons fait le choix de ne présenter que deux pores
protéiques, les plus utilisés avec les protéines et peptides, I'alpha-hémolysine et

'aérolysine.

Alpha-hémolysine

L’a-HL est le nanopore protéique passif le plus utilisé. Cette toxine bactérienne est
sécrétée par Staphylococcus aureus et issue de l'assemblage de sept monomeres
identiques (33.2 kDa) qui forment un canal transmembranaire (232.4 kDa) au sein d’'une
membrane plasmique(73). Sa représentation tridimensionnelle est présentée figure 1.7

(résolution de 1.94).
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Figure 1.7: Représentation tridimensionnelle d’un heptameére d’alpha-hémolysine. Chaque
monomere est de couleur différente. (A) Représentation transversale. (B) Représentation

vue du coté cis (vue du dessus).(73)

Le mécanisme d’insertion de ce canal est encore controversé mais Montoya et
Gouaux(74) et Bayley et al(75) ont proposé un mécanisme d’insertion dans la membrane
(figure 1.8). C’est un pore asymétrique en forme de champignon et constitué de feuillets
beta. Il est divisé en trois domaines qui sont le chapeau ou vestibule, partie extra-
membranaire hydrophile, la couronne, domaine hydrophobe d’encrage a la membrane

lipidique, et la tige, feuillet beta qui perfore la membrane lipidique.
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\@“

Figure 1.8: Proposition d’'un mécanisme d’insertion de l'alpha-hémolysine dans une

membrane lipidique(74, 75). (1) Représentation du monomeére hydrosoluble. (2) Le
monomere rentre en interaction avec la membrane. (3) Formation du prépore. (4)
Oligomérisation du prépore qui s’insére dans la membrane et forme un pore d’alpha-

hémolysine.

Ses dimensions externes sont de 10x10nm. Le diametre interne du canal varie de 2.6 nm
pour I'entrée du coté du chapeau, 1.4 nm pour la cavité interne, 1.3 nm au niveau de la
constriction interne et 2 nm pour 'entrée du coté de la tige. A pH physiologique, le pore
a une charge nette de +7¢ (pl = 7.94), il présente ainsi une légere sélectivité pour les
anions, entrainant une rectification du courant dans les courbes (I-V). Deux courbes (I-
V) d’un canal unique d’alpha-hémolysine selon son sens d’insertion dans la membrane
sont présentées figure 4. Cette asymétrie a pu étre mise en relation avec une asymétrie
géométrique du pore car il a été montré que la dénaturation de la partie extra-
membranaire, entrainait la perte d’asymétrie électrique(11) (figure 1.9). L'a-HL est un
pore tres stable : il a été étudié sur de grandes gammes de pH(76), de températures(77),

de concentrations en sels(78), ou d’agents dénaturants comme l'urée(11).
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Figure 1.9 : Courbes courant-tension (IV) d’'un pore unique d’alpha-hémolysine a 25°C
dans 1M KCl 5mM HEPES pH 7.5, et inséré différemment dans la membrane.

Dans des expériences de dépliement et de transport de protéines, 'utilisation d’'un agent
dénaturant ou de température est nécessaire. Il est donc indispensable de vérifier la
stabilité du pore en fonction de ces deux parametres(11, 77). Le pore d’alpha-
hémolysine inséré reste dans la membrane jusqu’a une concentration en urée de 7.2 M
et jusqu’au moins 2 M en guanidium. Une diminution sigmoidale de I'amplitude du
courant en fonction de la concentration en urée et la perte d’asymétrie caractéristique
ont été montrées a partir de 4M en urée, probablement associées a la dénaturation de la
partie extra-membranaire du pore (figure 1.10). D’autres expériences sur le transport

de polyléctrolytes et protéines confirment cette hypothese (1.2).
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Figure 1.10 : Perte du courant d’asymétrie a 4M urée indiquant la dénaturation de la

partie extra-membranaire de I'alpha-hémolysine. (11)

Aérolysine

Cette toxine bactérienne est synthétisée par Aeromonas hydrophila sous la forme d’'un
précurseur hydrosoluble inactif appelé pro-aérolysine. Le clivage d’'un peptide signal en
N-terminal de 25 acides aminés est indispensable pour ’heptamérisation de ce canal(79,
80). Son modele d’insertion dans une bicouche lipidique a été décrit par Parker en
1996(81). Contrairement a I'alpha-hémolysine, I'aérolysine ne posséde pas de vestibule.
Ce canal a des dimensions extérieures comparables a I'alpha-hémolysine, mais aucune
structure cristalline de sa forme heptamérique a haute résolution n’existe, figure 1.11
(résolution de 25A). Il n’y a donc qu’une approximation du diameétre interne qui est
compris entre 1 et 1.7 nm, le diametre est sensiblement plus petit que celui de I'alpha-
hémolysine(82). A pH physiologique, le pore a une charge nette de -52¢ (pl = 5.56) tres

différente de I'alpha-hémolysine (+7¢).
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1-1.7nm

10 nm

Figure 1.11: Représentation tridimensionnelle proposée d’'un heptamére d’aérolysine.
Chaque monomere est de couleur différente. a) Représentation transversale. b)

Représentation vue du coté cis (vue du dessus).(82)

Nanopores artificiels

Les pores protéiques tels que 'alpha-hémolysine ont I'avantage d’avoir une géométrie
controlée et une structure chimique de I'ordre de la précision atomique connue. Chaque
pore d’alpha-hémolysine inséré dans une membrane pour une expérience est
exactement le méme. Cela assure une reproductibilité entre différents pores et des
expériences réalisées indépendantes de I’environnement. Malheureusement, les
membranes lipidiques utilisées ont une durée de vie limitée de l'ordre de quelques
heures. Ces membranes sont aussi sensibles a des différences de pression osmotique ou
a des agents chaotropiques. Les nanopores artificiels offrent une autre alternative. Ces
nanopores permettent de réaliser des expériences sur de plus grandes gammes de
température, de pH et de concentrations en agent dénaturant que les pores protéiques.
Leur durée de vie est de 'ordre de la semaine, ce qui est un avantage certain comparé

aux nanopores protéiques. Cependant, la reproductibilité de la géométrie des pores est
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tres difficile ainsi que le contrdle de I'état de surface des membranes solides apres

percage.

Techniques de fabrication

Le premier nanopore artificiel utilisé pour le transport en molécule unique a été
fabriqué grace a un FIB (focus ion beam)(83). Cette technique consiste a utiliser un
faisceau d’ions focalisé d'une énergie de I'ordre du keV. Ce faisceau permet d’éroder et
de percer le nitrure de silicium qui est le matériau le plus utilisé pour la fabrication de
nanopore. Il a été possible de fabriquer des pores de 50 a 100 nm que l'on peut
reboucher grace a un faisceau d’ions défocalisé. Le percage d’'un pore peut étre régulé en
temps réel avec un systeme de rétrocontrole intégré au FIB, offrant une précision de 1
nm. Cette technique est principalement utilisée pour des membranes artificielles en
nitrure de silicium mais aussi pour d’autres matériaux tels que la silice, I'aluminium, le
chrome, le poly(methyl-methacrylate) ou le polyimide(84). Seulement, l'utilisation
d’ions chargés tels que le galium par exemple, peut modifier I'état de surface initial de la
membrane. Des ions peuvent s’insérer sur une épaisseur de quelques nanometres(85) et
ainsi charger de maniere incontrolée a l'intérieur du pore (figure 1.12). En revanche,
I'un des avantages du FIB est la fabrication en quelques minutes de nombreux pores
percés dans un réseau de membranes et la possibilité de les intégrer dans des systémes

microfluidiques(10).
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Figure 1.12 : Image TEM d’un pore percé par FIB gallium dans une membrane de nitrure

de silicium. Les taches sombrent correspondent a du gallium inséré dans la membrane.

La deuxieme technique de pergage est l'utilisation d’'un microscope électronique a
transmission (TEM). Cette méthode est actuellement la plus répandue. L'utilisation d’un
faisceau d’électrons focalisé inférieur a 10nm permet de fabriquer des pores de 'ordre
du nanomeétre en sublimant progressivement la membrane (figure 1.13). De plus il est
possible de suivre la formation du pore en direct(86). Tout comme les nanopores percés
par FIB, l'utilisation d'un faisceau défocalisé permet de reboucher le pore lentement

jusqu’a 0.3 nm/min avec un diametre initial inférieur a 50 nm.

Figure 1.13 : Image TEM d’un nanopore fabriqué par TEM dans une membrane de nitrure

de silicium.
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La derniere technique est appelée « track-etch ». Elle permet de produire des pores de
différentes géométries dans des membranes de polymeres organiques telles que du
poly(éthylénetéraphtalate) (PET), du polycarbonate ou du polyimide. Une lithographie a
partir d’ions lourds de haute énergie permet de percer la membrane. Chaque ion brise
des liaisons chimiques (track) dans la membrane, qui est révélée chimiquement (etch)
en la plongeant dans une solution d’hydroxyde de sodium. Cette technique permet de
fabriquer des pores cylindriques, coniques ou double coniques avec des tailles variant

de 10 nm a5 um.(87)

Modifications de surface des nanopores artificiels, nanopores hybrides

Des modifications chimiques sur la surface des pores permettent la suppression de
propriétés physiques non désirées. Par exemple, le rapport signal sur bruit des
nanopores artificiels est souvent trop important ce qui affecte la qualité des
enregistrements(88-90), la ligne de base du courant a travers le pore peut beaucoup
fluctuer(91). Une autre application est 'augmentation ou la diminution de la sélectivité
aux ions. Il est possible d’introduire dans le canal des charges ponctuelles positives ou
négatives qui auront donc une influence sur la sélectivité des ions. Enfin, I'intérét d’'une
modification chimique est l'introduction d'un récepteur spécifique pour l’analyse
d’interaction entre une molécule et son ligand.

Il est donc possible de déposer par évaporation une couche mince et controlée d’Al;03,
pour réduire le rapport signal sur bruit(92). Cette couche mince a changé I'état de

surface du nanopore qui a entrainé une diminution de la sélectivité pour les ions. Cette
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nouvelle propriété a facilité la détection d’ADN simple brin par rapport a un pore non
modifié.

L’utilisation de composants organiques comme les organosilanes ont pu rendre des
pores soit chargés négativement, soit chargés positivement(93).

Une autre technique est utilisée pour les pores fabriqués par track-etch, utilisant les
groupements carboxyl créés durant la fabrication de ces pores. Il est possible d’attacher
du (PET)(94) ou du polyimide(95) qui changent la charge de surface négative en charge
positive.

Une autre approche de modification de surface est le dép6t d’or suivi d’'une absorption
chimique de dérivés thiol.(96-99) Ces thiols sont trés utiles pour des bio-
fonctionnalisations qui permettent des liaisons entre la membrane et des biomolécules
comme par exemple la biotine.(100) Ils ont pu grace a des enregistrements visualiser
des différences de blocage de courant entre liaisons biotine/streptavidine, protéine-
G/streptavidine et anticorps/antigene. Plus récemment, Wei et al(101) ont lié une
étiquette histidine a l'intérieur d’'un pore grace aux groupements thiols. Ils ont pu
analyser grace aux courants électriques des interactions protéine-pore grace a une
étiquette histidine, mais aussi des interactions entre plusieurs classes d’IgG dirigés
contre une protéine.

Jovanovic et al(102) greffent des nucléoporines de type FG sur une membrane poreuse
et comparent le transport de protéines cargo a de la BSA. Ils montrent par fluorescence
la sélectivité du transport de protéines a travers un nanopore de type hybride mimant
un pore nucléaire. Kowalczyk et al(65) étudient le méme phénomene mais avec un
nanopore hybride unique. Des évenements de transport sont détectés pour les

récepteurs Impf alors que le passage de BSA est inhibé (figure 1.14).
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Figure 1.14 : Bio-nanopore synthétique. Des nucléoporines sont greffées sur un nanopore

0.5nS

artificiel et permettent une meilleure sélectivité du transport de protéines (adapté de

Kowalczyk et al(65)).

Toujours dans le méme concept, il est possible de déposer uniformément une bicouche
de lipides sur la surface de la membrane pour diminuer les interactions non spécifiques
entre les protéines et la membrane(66). Cela a permis de différencier différents types de
protéines a l'aide d’'une analyse du courant. En ajoutant des ligands mobiles a cette

bicouche, ils ont pu augmenter la résolution temporelle est spatiale (figure 1.15).
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Figure 1.15: Bio-nanopore synthétique. Une bicouche lipidique est déposée sur un
nanopore artificiel, ce qui permet d’augmenter la résolution temporelle et spatiale par

interaction d’une protéine avec son ligand (adapté de Yusko et al(66)).

Transport de peptides et étude d’interactions
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Dans les nanopores protéiques

Les protéines sont des polymeres chargés et complexes. Ce sont les éléments de
structures secondaires et tertiaires qui donnent la structure tridimensionnelle finale
d’'une protéine(103). Pour connaitre le paysage énergétique des protéines, il faut des
expériences qui puissent sonder les états intermédiaires de repliement, soit a I'équilibre
le long d’'une courbe de dénaturation, soit hors équilibre lors d’'une étude cinétique. La
plupart des expériences sur le repliement de protéines in vitro sont faites en volume sur
des protéines relativement petites et ne sont sensibles qu’au comportement moyen d’un
ensemble macroscopique de molécules. Elles ne permettent pas d’identifier précisément
des intermédiaires de repliement. En revanche des expériences en molécule unique
permettent de sonder les conformations des protéines. Les nanopores offrent une
alternative pour sonder ces paysages énergétiques d’'une protéine au cours du
dépliement. Les premiéres expériences sur des peptides ont été réalisées pour étudier

leur structure.

La premiére expérience de translocation avec des peptides de structures différentes est
réalisée dans 'alpha-hémolysine(104) en 2004. Sutherland et al utilisent des peptides
contenant des répétitions de séquence (Gly-Pro-Pro) de tailles différentes qui existent
dans les simples, doubles et triples hélices du collagene et montrent que la structure
peut étre identifiée selon le temps et le niveau de blocage de courant. Stefureac et al
analysent le transport d’hélices alpha a travers l'alpha-hémolysine et I'aérolysine. Ils
montrent que les temps de transport sont proportionnels a la longueur de la chaine et

ils observent des temps longs interprétés comme des interactions entre protéine et
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canal(105). 1l a été montré récemment que le temps de blocage de courant, a travers
'aérolysine, pour une protéine dépliée doublait quand la taille de la chaine augmentait
d’'un facteur deux. Cette expérience montre qu’il est possible d’associer le temps de
blocage a de la translocation(13).

Jung et al analysent les effets de la température sur I'alpha-hémolysine contenant un
polypeptide composé de boucles élastine-like (ELP) placées dans le vestibule du
pore(106). Ils ont pu observer différents niveaux de bouchage dus a plusieurs
conformations du peptide. Cette expérience montre que les nanopores protéiques sont
sensibles a un état conformationnel.

Wolfe et al étudient les interactions entre résidus acide aspartique de polypeptides
cationiques et le tonneau beta (tige) de l'alpha-hémolysine(107). L'intérét d’une
modification dans un nanopore protéique est d’augmenter les interactions entre la
molécule passante et la nanopore dans le but de ralentir la dynamique de transport.
Quand deux sites de fixation électrostatiques sont introduits a I'entrée et a la sortie du
tonneau beta, les constantes d’association et de dissociation augmentent avec la barriere
d’énergie libre pour la translocation. Au contraire, l'utilisation de polypeptides
hydrophobes entraine une diminution de la constante d’association et une baisse de la
barriere énergétique due a la nature hydrophile de 'intérieur du pore. La modification
de pores protéiques a permis d’étudier des interactions entre molécules. Le méme
groupe a analysé comment une protéine contenant un peptide signal en N-terminal
chargé positivement, interagit avec des charges négatives a l'intérieur du canal(14). lls
étudient les interactions protéine-protéine (protéine liée a une ribonucléase barnase)
grace a I'alpha-hémolysine contenant un piege électrostatique formé par des anneaux de
sept résidus acide aspartique placés a deux différentes positions dans la lumiere du pore

(figure 1.16). Cela leur a permis de démontrer la haute sensibilité de 'alpha-hémolysine
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pour les interactions protéine-protéine en fonction de la longueur de la pré-séquence
utilisée, des positions des pieges électrostatiques, de la force ionique de la phase
aqueuse et du potentiel transmembranaire.

Des pores modifiés(108) contenant un site hydrophobe facilitent la translocation de
peptides hydrophobes et diminue la vitesse de translocation(109) par rapport aux pores
non modifiés. La méme équipe utilise un nanopore pour I'analyse d'un peptide qui est

clivé par réaction enzymatique a I’échelle de la molécule unique(110).

alpha-hemolysin with
engineered electrostatic traps

Figure 1.16: Piege électrostatique a l'entrée et a la sortie de [l'alpha-hémolysine
interagissant avec les charges positives des protéines pour le contréle d’interactions

protéine-nanopore (adapté de (14)).

Dans les nanopores artificiels

Grace aux nanopores artificiels et a leur diametre modulable, il est possible de montrer
et d’analyser des interactions spécifiques comme des interactions entre un anticorps et

un antigéne, ou alors des interactions non spécifiques entre une protéine et une surface.

36



Chapitre 1: TRANSPORT DE PROTEINES DANS UN NANOPORE

Le groupe de Martin analyse pour la premiere fois la différence de transport entre une
protéine libre et une protéine liée a un anticorps dans un nanopore artificiel(108). Ils
arrivent a distinguer deux signatures électriques dues a la conformation spatiale du
complexe anticorps-antigene.

En 2008, Han et al utilisent un nanopore relativement plus petit(19). L'ajout d'un
anticorps dirigé contre son antigéne diminue la fréquence d’événements di a la taille du
complexe qui ne peut plus traverser le pore de 28 nm.

Niedzwiecki et al(91) détectent par analyse du courant des temps de capture de la BSA
tres longs. IIs montrent alors que ces temps trés longs seraient dus a des interactions
non spécifiques sur la surface inorganique de nitrure de silicium et a deux orientations
de la molécule dans le pore. Sexton et al(111) montrent aussi des temps longs de
transport dus a des interactions non spécifiques entre un nanotube recouvert d’or et une
protéine. IlIs concluent qu’il y a des phénomenes d’absorption et de désorption des
protéines sur la surface mais aussi que les petites protéines collent plus, mais moins

longtemps que des protéines plus grosses.

Transport de protéines

Dans les nanopores protéiques

Il est plus intéressant de travailler sur des protéines car les enjeux sont plus importants.

En effet, en controlant la dynamique (vitesse) de transport d'une protéine, il serait

possible de controler son repliement en sortie de nanopore.
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La plupart des expériences publiées sur le transport de protéines dépliées a travers de
nanopores protéiques ont été réalisées dans le laboratoire(11-13, 15).

La protéine modele utilisée dans le laboratoire pour les expériences de transport est la
Maltose Binding Protein (MBP ou MalE) d’Escherichia coli (figure 1.17). Ce travail est
réalisé en collaboration avec Jean-Michel Betton de I'Institut Pasteur. MalE est un
récepteur périplasmique soluble pour le transport de malto-oligosaccharides. Cette
fonction est essentielle pour les bactéries qui utilisent le maltose comme source de
carbone. MalE est un excellent modele pour la translocation et le repliement. En effet,
cette protéine est naturellement transportée a travers SecYEG et son repliement est
controlé par SecB(112).

Cette protéine est composée de 370 acides aminés et possede une charge nette négative
a pH physiologique (Z = -8¢, pl= 5.22). Il existe deux mutants qui ont été produits par
Jean-Michel Betton a l'Institut Pasteur: MalE219 qui est un mutant naturellement
déficient dans la cellule pour le transport et MalE31 qui est un mutant déficient pour le

repliement et qui forme des corps d’inclusion dans la bactérie(113, 114).

MalE219

MalE31

Figure 1.17 : Structure tridimentionnelle de MalE en présence de son ligand, le maltose
(adapté de Raffy et al(114)).
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La dénaturation de ces trois protéines en fonction d'un agent dénaturant a été étudiée
par fluorescence des tryptophanes. Cela a permis de montrer que MalE, MalE31 et

MalE219 ont respectivement une stabilité qui décroit (figure 1.18).
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Figure 1.18 : Courbes de dénaturation de MalE, MalE 31 et MalE219 par fluorescence des
tryptophanes.(114)

Les diametres des pores d’alpha-hémolysine et d’aérolysine ne permettent pas le
passage de protéines natives. Celles-ci doivent étre obligatoirement dénaturées ou
dépliées pour pouvoir passer au travers des pores, tout comme le transport de protéines
a travers le translocon. Il a été étudié I'effet de la différence de potentiel appliquée sur la
fréquence des événements de blocage de courant(8, 13) et sur le temps de résidence de
protéines dépliées(13) et 'effet géométrique du pore sur la dynamique(12). Il a été
observé pour l'alpha-hémolysine que la protéine dépliée (MBP) rentre du coté vestibule
avec une plus haute fréquence que par la tige pour un voltage appliqué de 100 mV.
Lorsque le vestibule est dénaturé a 4 M urée, la dynamique de translocation est ralentie
de ce coté principalement dii a des interactions entre la protéine et la partie
extramembranaire du pore dénaturée(12). La translocation de protéines dépend de la
géométrie du pore. De plus, I'entrée de la protéine dépliée, quand la taille de la chaine

est plus grande que le diameétre du pore, est décrite par une loi de Van’t Hoff-Arrhenius
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associée a une barriere d’activation(8). Cette dépendance est en accord avec des
observations ultérieures pour le transport d’ADN(115) ou de polyéléctrolytes(116).
Pour l'aérolysine(13), la fréquence de transport de protéines varie exponentiellement en
fonction du voltage appliqué et linéairement avec la concentration en protéines utilisée
(figure 1.19). Le temps de transport de protéines dépliées diminue exponentiellement
lorsque le voltage appliqué augmente. Ils ont prouvé que le temps de translocation est

doublé pour une double MBP (séquence tandem) comparé au temps de translocation de

la simple MBP.
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Figure 1.19 : A gauche, fréquence des évenements de blocage en fonction du potentiel
appliqué. A droite, fréquence de blocages en fonction de la concentration en protéine

MalE.(13)

Dans les nanopores artificiels

C'est en 2006 que la premiere expérience de transport de protéines a lieu a travers un
nanopore artificiel.(117) Ce groupe a étudié le passage de la Bovine Serum Albumin
(BSA) dans un pore de nitrure de silicium d'une épaisseur de 20nm et de diametre de

50nm. Ce pore a donc un diameétre bien supérieur a celui de la BSA qui n’a pas besoin
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d’étre dénaturée pour pouvoir étre transportée d’'un compartiment a un autre. IIs ont pu
corréler chaque chute de courant au passage d'une protéine en calculant le taux de
bouchage ou volume exclu.

Fologea et al(20) analysent eux aussi les courants de blocages causés par le passage de
la BSA. En calculant I'amplitude, la durée et I'intégrale des courants de blocages, ils ont
pu estimer la charge relative et la taille de la protéine a I’échelle de la molécule unique.
IIs ont aussi estimé la charge de la protéine a différents pH, prouver la translocation
grace a une analyse de luminescence et distinguer par analyse des courants de blocage,
le fibrinogéne de la BSA.

Talaga et al(21) étudient le passage de protéines natives, partiellement et completement
dépliées en mesurant le volume exclu. Ils suggeérent que les protéines sont transportées
linéairement ou peu repliées et que le champ électrique appliqué pourrait dénaturer les

protéines.

Dépliement de protéines

L’idée de regarder le dépliement de protéines a travers un nanopore a été faite dans le
cadre de la these de Ghani Oukhaled au sein du laboratoire avec l'alpha-hémolysine.
C'est en 2007 pour la premiere fois que la détection électrique est utilisée pour le
transport et le dépliement d’'une protéine, la MBP, a travers un canal unique d’alpha-
hémolysine en fonction de la concentration en agent dénaturant, le guanidium-HCI(8). I
a été montre 'existence de courts et longs blocages de courant. Les blocages courts sont
associés a des passages de protéines dépliées, leur durée est indépendante de la

concentration en guanidium utilisée. La fréquence de ces évenements augmente lorsque
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I'on augmente la concentration en agent dénaturant et suit une courbe de dénaturation
de type sigmoide. Les longs blocages eux sont dus a l'existence de conformations de
protéines partiellement dépliées qui restent bloquées dans le pore. La durée de ces
événements longs diminue lorsque 'on augmente la concentration en guanidium. La
variation de ces longs blocages en fonction de la concentration en agent dénaturant, suit
une loi de Vogel-Tamman-Fucher, qui pourrait correspondre a une dynamique de

transition vitreuse (figure 1.20).
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Figure 1.20: Dépliement de protéines détecté par analyse a travers un nanopore
protéique d’alpha-hémolysine. (a, b, ¢, d) Traces de courant a travers un pore d’alpha-
hémolysine en fonction de la concentration en agent dénaturant croissante. On remarque
que le nombre d’événements courts augmente avec la concentration d’agent dénaturant,
alors que les événements longs diminuent. (en haut a droite) Fréquence d’événements
courts en fonction de la concentration en guanidium. (en bas a droite) Représentation de

Vogel-Tammann-Fulsher des temps de longs blocages de courant.(8)
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C’est dans le cadre de la thése de Céline Merstorf en 2011, avec un nouveau canal,
I'aérolysine de diametre plus petit et de charge nette différente par rapport a l'alpha-
hémolysine, qu’elle montre que le dépliement de protéines ne dépend pas de la nature
du canal(22). Lorsque I'on change la nature du canal, I'étude du dépliement de la MBP
par le guanidium montre I'existence également de blocages de courant courts et longs
associés respectivement aux protéines dépliées ou partiellement repliées. Apres
normalisation, la courbe de dépliement de la protéine a travers l'aérolysine est
superposable a celle obtenue avec l'alpha-hémolysine(22). Afin de montrer que les
nanopores associés a une détection électrique sont performants pour étudier le
dépliement de protéines, de nouvelles expériences sont réalisées en changeant la
température(15).

Le méme type de courbe de dénaturation sigmoidale est trouvé pour I'évolution des
fréquences des évenements de blocage de courant en fonction de la température pour
chacun des pores. La température de transition déterminée par les nanopores est la
méme que celle trouvée avec une expérience en solution(15).

Des travaux ont été publiés sur I’étude par détection électrique du repliement de petites
protéines intrinsequement désordonnées(16, 18), c’est a dire des protéines dont une
partie ou toute la chalne ne possede pas de structure tridimensionnelle(118) mais qui
n’affecte pas la fonction biologique. La méme équipe utilise plus tard la Myelin Basic
Protein pour suivre son repliement en présence de cations divalents par analyse de
I’évolution du courant électrique a travers l'alpha-hémolysine(17). En effet, cette
protéine est naturellement dépliée. Elle peut donc passer a travers l'alpha-hémolysine
sans utiliser d’agent dénaturant. Le repliement de cette protéine est induit grace a des
cations divalents zinc ou cuivre. Apres I'ajout de cations, ils ont pu voir une diminution

du temps de transport et d’évenements par rapport a la protéine naturellement dépliée.
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En effet, celle-ci étant repliée elle ne peut plus traverser le pore qui a un diametre trop
petit. Grace a I'ajout d’"EDTA qui est un chélateur d’ions, ils ont induit le dépliement de la
myéline, ce qui a permis une restauration du nombre d’évenements et du temps de
transport initial (figure 1.21). Toujours grace aux cations divalents, Stefureac et al
montrent que la conformation de la protéine de prion PrP et les peptides de prion
peuvent étre modulés(119).

Jusqu'a présent, la dynamique de transport de protéines dépliées ou partiellement
repliées a été étudiée et on espere pouvoir utiliser des nanopores passifs protéiques ou

artificiels pour assister leur repliement.
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Figure 1.21 : Des cations divalents induisent le repliement d’une protéine naturellement
dépliée. La protéine completement dépliée peut alors étre transportée a travers un pore
d’alpha-hémolysine. En présence de cations divalents, le proportion d’événements de

translocation diminue (adapté de Stefureac et al(17)).

Phénomene d’électro-osmose dans les nanopores artificiels
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Le transport de protéines dans des nanopores artificiels peut s’avérer anormal au
niveau du taux de passage ou de la durée des évenements comparé a la théorie. Firnkes
et al(120) ont donc analyser le transport de I’Avidine en fonction du pH. Ils ont mis en
évidence un phénomeéne d’électro-osmose qui peut soit étre dominé ou au contraire
dominant sur la force électrophorétique. Ils montrent qu’il est possible de prédire le
sens de transport en fonction de la différence entre le potentiel zeta de la protéine et
celui du pore, et du potentiel appliqué. Lorsque I'électrophorese et I'électro-osmose
s’annulent, ils montrent que la diffusion devient le seul phénomeéne qui gouverne le

transport de protéines (figure 1.22).
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Figure 1.22: Transport de protéine contrdlé par le flux électro-osmotique et
I’électrophorese a travers un nanopore artificiel. A pH=10, l'électro-osmose domine sur
I’électrophorese. A pH=2 c’est I'électrophorese qui domine sur I'électro-osmose (adapté de

Firnkes et al(120)).

1.3 Rappels théoriques et outils pour I'analyse du signal électrique

Pour décrire les effets attendus dans nos expériences et pour fixer les ordres de
grandeur nous rappelons quelques éléments de calcul de la conductance électrique de

pores de différentes natures, géométries et la variation de la conductance électrique du
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pore permettant d’évaluer la taille de l'objet présent dans le pore. Nous décrivons
brievement l'estimation de la dimension d’'une protéine que l'on traite comme un
polyélectrolyte et les phénoménes d’écrantage. Puis nous examinons les phénomenes
dynamiques et électrocinétiques liés au transport de protéines a travers un pore
nanométrique. Dans une derniére partie, nous traiterons I'aspect d’analyse de données

et du signal électrique.

1.3.1 Résistance électrique d’un pore

La conductance du pore G est 'inverse de la résistance du pore R. La résistance d’un
pore cylindrique ou conique de diametre D percé dans une membrane de longueur L, est
donnée par R(Q) = p [ dz/A(z), ou p (R.m) est la résistivité de la solution, A(z) est la
section du pore et z est un axe orienté perpendiculairement a la surface de la membrane.
Nous distinguons deux situations: des pores cylindriques (pores percés par FIB et
pores protéiques) et des pores double coniques (pores percés par TEM).

Dans le cas des pores protéiques et des pores percés par FIB, le diameétre du pore est
inférieur a I'épaisseur de la membrane L (Dpore < Lmembrane), la résistance d’acces est
négligeable donc la résistance du pore est simplement donnée par R = 4pL/(nD?). Cette
relation permet de nous donner un bon ordre de grandeur du diametre du pore. Dans le
cas contraire (Dpore > Lmembrane), la résistance d’acceés Racc = 2D/p doit étre prise en
compte (Rpore = 4pL/(nD?) + 2D/p).

Dans le cas de pores percés par TEM, il a été prouvé que la géométrie du pore ressemble
a deux cOnes symétriques connectés par une partie cylindrique(121). La résistance

totale du pore est donc Rpore = 2Rcone + Rcylindre + Racces.
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Soit Rpore = 8chone/(W-Dpore-Dcylindre) + 4’pLcylindre/(ﬂ?chylindre) + 2Dcylindre/p-
Cette relation nous permet d’estimer la longueur effective du pore (longueur de la partie

cylindrique du pore).

1.3.2 Variation de la résistance du pore et estimation de la taille de I'objet dans le

pore

La variation d’amplitude du courant électrique due a la présence d’'un objet sphérique
(protéine native) dépend non seulement de la taille de I'objet mais aussi de la taille du
pore. Le premier a avoir calculé la variation de résistance engendré par la présence d'un
objet sphérique au sein d'un pore fut Maxwell(122). AR/R a Al/l «
Volumegpjer/Volumepore (valide dans le cas ou la taille de 'objet est trés inférieure a la
taille du pore).

La présence d'une protéine dans le pore (assumé sphérique) réduit le courant

électrique, d’une variation mesurable Di, qui est directement proportionnel au volume

R

exclu(56) de la protéine A (m3). Soit Di = EA/(pLpore). Expérimentalement,
I’histogramme de la variation de courant Di donne un excellent ordre de grandeur de la

dimension de la protéine.

1.3.3 Estimation de la dimension d’'une protéine

Les protéines sont des systemes plus complexes que les polymeres et les

polyélectrolytes. On les répertorie dans la classe des polyampholytes. Naivement on

peut traiter les protéines comme un polymere. La taille moyenne R du polymeére dépend
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du nombre de monomeres N selon la loi de puissance suivante : R = aNV, a étant la taille

d’'un monomeére et v ’exposant universel en relation avec la conformation de la chaine.
La dimension fractale du polymeére est I'inverse de I'exposant v. Dans un bon solvant les
interactions du volume exclu sont répulsives et la chalne est gonflée (v = 3/5, cas des
protéines completement dépliées). Dans un mauvais solvant les interactions entre
monomeres sont attractives et la chalne est compacte (v = 1/3, cas des protéines

natives).

1.3.4 Effets électrostatiques

Lorsque I'on met une protéine dans une solution d’électrolytes, chaque site chargé de la
protéine peut attirer des contre ions de signe opposé. Les sites chargés de la protéine
vont alors s’entourer d’'une couche d’ions de signes opposés. L’épaisseur de cette couche
dépend de la force ionique I (la concentration en sel) appelée couche de Debye. On la
note k' homogene a une longueur. C’est la distance au dela de laquelle les interactions
électrostatiques sont écrantées. Soit k! = (8nlgl)> ou Ig est la longueur de Bjerum
(longueur pour laquelle les interactions électrostatiques sont de I'ordre de kgT, a 25°C Ig
=7.15A) et ] est la force ionique exprimée en ions.m-3. On peut écrire k1 (nm) = 0.3 /c1/2,

¢ (M) étant la concentration en sel.
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1.3.5 Dynamique de transport

Depuis longtemps, plusieurs théoriciens se sont intéressés a comprendre le
comportement et la dynamique d’une chaine de polymere dans un milieu confiné. On
peut citer les travaux de P-G de Gennes et de F Brochard(123) concernant la dynamique
d’une chaine de polymeére neutre et flexible dans un canal infiniment long. Ils ont prédits
que le temps de passage de la chaine varie comme t = (a/D)?2/3*(L2pore)Na) /ksT, avec 1
(Pa.s) la viscosité de la solution. Grace a des expériences récentes avec des nanopores
courts, plusieurs théories prédisant le temps de translocation de polymeres a travers un
nanopore ont vu le jour. On peut citer les travaux de Lee et Obukhov(124) ou le temps de
translocation d’un polymeére neutre a travers un pore fin varie comme le carré du degrés
de polymérisation N (t ~ N2?) confirmé par des simulations numériques(125). Le temps
de translocation de polymeres uniformément chargés comme I’ADN a travers un pore
protéique (alpha-hémolysine) varie comme N.(126) Cependant a travers un pore solide,
ce temps varie comme N1-27 du principalement a la friction du solvant sur la chaine a
I'extérieur du pore, en accord avec la prédiction théorique(127). Jusqu'a présent, tres
peu de travaux ont été effectués sur le transport de protéines dans des nanopores. Il
n'est pas possible de décrire expérimentalement une dépendance des temps de
transport en fonction de la taille de la protéine. Néanmoins, des travaux théoriques

prédisent le temps de translocation(19).

Temps de translocation électrophorétique sous I'action d’'un champ électrique
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Une chaine chargée soumise a un champ électrique E peut étre transportée a travers un
pore. Ce phénomene est appelé électrophorese. La vitesse électrophorétique v de la
chaine est proportionnelle au champ électrique appliqué et inversement proportionnel a
sa taille, v = |z|eE/6mlRH avec e la charge élémentaire, z le nombre de charges et Ry le
rayon hydrodynamique de la chaine.

I en découle que le temps de translocation électrophorétique te = L/v =

(L2/V)*(6mnRu)/Q, avec Q = |zle.

Temps de translocation par diffusion pure

2

Le temps de translocation par diffusion pure et donné par Taitr = LE = (6mMRu/kpT)*L?2 = Tel

* QV/ kgT. Cette simple prédiction théorique ne rend pas bien compte des temps
mesurés expérimentalement ni a travers un nanopore protéique ni a travers un
nanopore solide. Les temps expérimentaux sont environ 1000 fois plus grands que ceux
prédits théoriquement. Ce désaccord est du principalement au fait que la prédiction
théorique suppose que le transport est gouverné purement par I'électrophorese, et ne
tient pas compte d’éventuels autres effets tels que les interactions et le phénomeéne
d’électro-osmose que nous allons décrire plus lion. Les mesures expérimentales
montrent que le temps de résidence des protéines dans les pores protéiques et solides
décroit exponentiellement avec la force électrique appliquée, dans une gamme de forces
électriques modérée, ce qui explique en effet que le transport de protéines a travers les
pores solides et protéiques n’est pas électrophorétique mais plutot gouverné par une

barriere d’énergie. Cependant, dans une gamme de force électrique relativement élevée,

le temps de résidence des protéines décroit comme l'inverse de la force électrique,
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favorisant ainsi le phénomene d’électrophorese. Ce résultat est cohérent avec le
mécanisme de translocation ou la protéine est confinée dans le pore traversant un
paysage de barriere entropique suivie par un transport électrophorétique. Par ailleurs la
dynamique des systemes chargés a travers les nanopores a été étudiée aussi
numériquement par la dynamique moléculaire en utilisant le model gros grain(36-38).
La simulation montre I'existence de ces deux régimes en fonction de la force électrique

appliquée(128).

Electro-osmose

Le flux électro-osmotique est le déplacement de solvant a travers un nanopore artificiel

chargé dia a I'application d’un potentiel électrique. La vitesse du solvant est donnée par

E) _ —&€o-{pore
s

I’équation de Smoluchowski vs ( E, ou Cpore est le potentiel zeta de la

surface du canal, n la viscosité du solvant, €, ¢o (Fm1) la constante diélectrique de I'eau
et la permittivité du vide, et E le potentiel électrique appliqué. La vitesse

électrophorétique de la protéine sous l'action du potentiel électrique dans la limite

g-g0-{prot

d’Helmholtz-Smoluchowski est donnée par vprot (%) = E. La vitesse totale de la

EE

:E ({prot — {pore).

. m
protéine est donc v (?) = Vprot + Vs =

Fréquence des événements

La fréquence de blocage f est donnée par la relation de Van’t Hoff-Arrhenius
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f = p v exp{-(U*AU)/ksT} ou p est un facteur de probabilité, v une fréquence
microscopique, U* I'énergie libre d’activation du processus ou la hauteur de la barriere
d’énergie associée et AU la diminution de la hauteur de la barriére due au potentiel
appliqué V. AU = zeV, z est le nombre de charges effectives. En I'absence de potentiel, la
fréquence de blocage est fo = p v exp(-U*/ksT). Globalement, f s’écrit f = fo exp(zeV/kgT).
Pour obtenir une estimation de 1'énergie d’activation, p = 1 et v = C Dair A/1 ou C est la
concentration des protéines en volume, Dgitr est le coefficient de diffusion, A est I'aire de

la section du canal et ] est la largeur de la barriére.

1.3.6 Analyse du signal

Les courants enregistrés durant les expériences sont de 'ordre du pico-ampere pour les
nanopores protéiques au nano-ampere pour certains nanopores artificiels. Le signal est
donc nécessairement amplifié avant de le traiter. On utilise un amplificateur Axopatch
200B de la société Axon Instruments. Le signal est ensuite filtré a 10kHz, puis converti
en signal numérique grace a une carte d’acquisition Digidata 1322A d’Axon Instruments.
La fréquence d’échantillonnage du signal est fixée a 250kHz, soit une mesure du courant
toutes les 4us.

La mesure des passages de molécules est basée sur I'analyse statistique des traces de
courant. Les données sont systématiquement vérifiées différentes fois. La difficulté
principale de I'analyse des données est de séparer les impulsions du courant électrique
du bruit. Un premier seuil th1 est défini comme le courant moyen du pore ouvert <lo>

moins deux fois la déviation standard o de la distribution, th1 = <lp>-20, ce qui permet
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de sortir du bruit. On définit alors un second seuil th2, comme th2 = <[y>-30, qui permet

de discriminer les passages de molécules des attaques (figure 1.23).
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Figure 1.23: Exemple de seuillages. Le premier seuil thl permet de sortir du bruit. Le

second seuil th2 permet de discriminer les passages de molécules des attaques.

Mesure de la fréquence des évéenements

La fréquence caractérise le nombre d’évenements comptabilisés par seconde. Un bon
moyen d’estimer cette fréquence est de tracer I'histogramme de la distribution de ces
évenements (échelle logarithmique) en fonction de la durée entre événements, noté Ti
(figure X). Si deux événements successifs ne sont pas corrélés, la dépendance des
évenements doit étre exponentielle. La fréquence des évenements f est obtenue en

. " : Lo -1
ajustant I'histogramme par une exponentielle décroissante, y = A exp(T XTi), avec A un

préfacteur exponentiel (figure 1.24).
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Figure 1.24 : Histogramme de la distibution des événements en fonction du temps inter-

évenements Ti. En rouge, y = A exp(_T1 xTi).

Mesure de la durée des blocages de courant

Le calcul des temps de résidence se fait en tragant I'histogramme représentant le
nombre d’évenements en fonction de leur durée Tt (Figure X). En général, deux
populations d’événements se distinguent. Des évenements de blocage courts, notés 1,
correspondant a des évenements d’attaque de molécules a la surface du pore, sans que
la molécule soit transportée a travers le pore. Et aussi des événements de blocage plus

longs, notés 12, correspondant au passage d’'une molécule dans le pore. Les temps

LN s ) . . -T
moyens T1 et T2 sont mesurés a 'aide d'une exponentielle donnée par y; = Al exp(T—lt) et
-Tt . . A N
y2 = A2 exp(?) respectivement. Le temps moyen de translocation t est obtenu grace a

une double exponentielle (figure 1.25) donnée pary = Al exp(;—it) +A2 exp(_T—TZt).
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Figure 1.25: Histogramme du nombre d’éveénements en fonction de la durée des

évenements. En vert, y; = Al exp(_T—Tlt]. En bleu, y; = A2 exp[_T—zt]. En pointillés, y = Al

~Tt ~Tt
exp(T—lj +A2 exp(T—Zj.

Le maximum de la distribution des histogrammes des temps (figure 1.26) nous donne le

temps le plus probable.
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Figure 1.26: Histogramme du nombre d’événements en fonction de la durée des

événements. Le temps le plus probable est donné par le maximum de la distribution.
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2 Dépliement d’'une protéine recombinante déstabilisée par
transport a travers un nanopore protéique

Les travaux réalisés durant la thése de Ghani Oukhaled ont montré qu'’il est possible de
suivre le dépliement d’'une protéine sauvage, MalE, a I’échelle de la molécule unique a
travers un canal protéique, I'alpha-hémolysine(8). En présence de la protéine, il a été
montré l'existence de blocages de courant courts et longs en fonction de la
concentration en agent dénaturant. La fréquence de passage des éveénements de
blocages courts (t = 200 us) augmente de facon sigmoidale avec la concentration en
agent dénaturant et cette dépendance est équivalente a celle obtenue dans des
expériences de dénaturation en volume(114). Il a démontré l'existence de protéines
partiellement repliées dans la zone de transition de la courbe dénaturation
correspondant aux blocages de courant longs associés. En augmentant la concentration
en chlorure de guanidium, la durée des blocages longs (quelques secondes) diminue
jusqu’a atteindre un plateau correspond aux temps courts. Cela montre I'existence de
nombreuses conformations partiellement repliées. Ces conformations coexistent
également avec des conformations dépliées et natives pour une concentration donnée
en agent de dénaturation. Ce comportement observé suggere l'existence d'une
dynamique de transition vitreuse pour cette protéine(129, 130).

Ce travail souleve de nouvelles questions. La technique de nanopore associée a une
détection électrique est-elle sensible pour explorer le dépliement d’'une protéine dont
une mutation pourrait modifier sa dynamique de transition de dénaturation ? Est-il

possible de comparer cette transition a celle obtenue en volume ? La géométrie du pore
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a-t-elle une influence sur la transition de dépliement d’'une protéine et sur sa dynamique
de transport ?

Pour répondre a ces questions, nous avons utilisé la protéine MalE219. Les acides
aminés Gly220 et Glu221 de MalE ont été substitués respectivement par Asp et
Pro.(114) Ces deux acides aminés se trouvent dans une boucle reliant une hélice o a un
brin B dans le domaine C-ter de la protéine ce qui diminue fortement la stabilité de la
protéine. Une étude de la dénaturation de MalE219 par fluorescence des tryptophanes
confirme cette hypothese. Cette mutation entraine également une déficience dans le
transport du maltose dans la cellule.

Ma contribution dans l'article publié dans ACS Chemical Biology, porte sur I'expression
et la purification de MalE219, son transport et dépliement a travers 'alpha-hémolysine.
L’étude du transport et dépliement de MalE a travers l'aérolysine a été effectuée par
Céline Merstorf durant sa these au sein du laboratoire (soutenue en décembre 2011).
Nous avons contrélé systématique qu’'un seul pore était inséré dans la membrane
lipidique et que le guanidium ne dénaturait pas le pore par des courbes courant-tension
réalisées pour les différentes concentrations en guanidium utilisées. Nous avons étudié
I’évolution des traces de courant en présence de protéines en faisant varier la
concentration en agent de dénaturation. En absence de protéine, nous n’observons pas
de chute de courant. Pour une concentration égale a 0.35M de guanidium, nous
observons des chutes de courant dépendant de la conformation de la protéine, c’est a
dire des blocages courts et des blocages longs de courant (figure 2.1). Pour la protéine
sauvage aucun blocage n’est observé a cette concentration en guanidium. Les temps
courts (<t> = 208 + 74 us) sont indépendants de la concentration en guanidium, on

associe ces durées au transport de protéines dépliées. Les temps longs (<t> =75 + 47 s)
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sont associés a des conformations de protéines partiellement dépliées. Le niveau de
blocage de courant est le méme, pour les courtes et longues durées dans les barres
d’erreurs, donc une partie de la chaine est insérée dans I'alpha-hémolysine, et I'autre
partie repliée, est a I'extérieur du pore. Ces longs temps de blocages correspondraient a
la durée requise pour déplier la protéine partiellement repliée par la force électrique. La
fréquence de ces blocages longs diminue lorsque I'on augmente la concentration en
agent dénaturant, jusqu'a 0.42M guanidium. Nous pensons que la partie repliée a
I'extérieur du nanopore est progressivement dépliée par l'augmentation de la
concentration en agent dénaturant. Contrairement a ce qui a été montré dans I'étude de
Ghani Oukhaled sur la protéine sauvage MalE, il a été impossible de démontrer une
dynamique de transition vitreuse pour cette protéine instable. Les temps longs étant
moins nombreux que pour la protéine sauvage, il n’a pas été possible de faire une

analyse statistique consistante pour démontrer cette dynamique.
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Figure 2.1 : Exemple de blocage de temps long a 0.35 M guanidium.

Pour comprendre si la géométrie de l'alpha-hémolysine aurait une influence sur le

dépliement et la translocation de MalE219, nous avons étudié son transport selon
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I'entrée par la tige ou le vestibule du pore. Les temps de blocages selon le sens d’entrée
dans le pore sont similaires (<tshort> = 250 = 14 us). Donc, le temps de translocation ne
dépend pas du sens d’entrée du canal. Ce résultat avait déja été observé avec des
polyélectrolytes(131). En revanche, les fréquences d’entrée par le vestibule sont plus
importantes que par le stem, ce qui est en accord avec des travaux déja effectués sur des
polyélectrolytes(131) et MalE.(12) La protéine dépliée MalE219 rentre plus facilement
par le vestibule dont le diametre du pore est plus grand que par la tige (fvestibule = 32 = 1
Hz et fige = 17 = 0.5 Hz a 0.5 M guanidium).

La variation de la fréquence des événements de blocages courts en fonction de la
concentration en guanidium, suit une dépendance sigmoidale, indépendante de I'entrée
de MalE dans l'alpha-hémolysine. Nous trouvons que les concentrations de demi-
dénaturation pour MalE219 sont identiques : Ctransition = 0.49 = 0.01 M coté vestibule, et
Ctransition = 0.52 = 0.04M coté tige. La fréquence maximum d’évenements courts est
normalisée, permettant de connaitre le pourcentage de protéines completement
dépliées en fonction de la concentration en guanidium. La représentation des fréquences
ainsi normalisée est une courbe de dénaturation unique de MalE219, comprenant le
transport par le vestibule et par la tige. Nous trouvons alors Ctransition = 0.5 = 0.01 M. Pour
les expériences en volumes, Ciransition = 0.35 = 0.01 M. La différence entre ces deux valeurs
peut étre due aux parametres mesurés dans chaque technique. Les émissions de
fluorescence des tryptophanes de différentes conformations de protéines ne peuvent
étre séparées en volume.

Nous avons montré que la technique de nanopore couplée a une détection électrique est
sensible pour suivre le dépliement d’'une protéine dont une mutation modifie sa

dynamique de transition de dénaturation. Il est possible de comparer cette transition a
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celle obtenue en volume. La géométrie du pore n’influence pas la transition de

dépliement d’'une protéine mais son entrée dans le pore.
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ABSTRACT: Understanding protein folding remains a chal-
lenge. A difficulty is to investigate experimentally all the
conformations in the energy landscape. Only single molecule
methods, fluorescence and force spectroscopy, allow observing
individual molecules along their folding pathway. Here we
observe that single-nanopore recording can be used as a new
single molecule method to explore the unfolding transition and
to examine the conformational space of native or variant
proteins. We show that we can distinguish unfolded states from
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partially folded ones with the aerolysin pore. The unfolding transition curves of the destabilized variant are shifted toward the
lower values of the denaturant agent compared to the wild type protein. The dynamics of the partially unfolded wild type protein
follows a first-order transition. The denaturation curve obtained with the aerolysin pore is similar to that obtained with the a-
hemolysin pore. The nanopore geometry or net charge does not influence the folding transition but changes the dynamics.

nderstanding how proteins fold remains one of the

fundamental problems in biology and physics." This
mechanism also has considerable medical relevance and
potential applications. Many experimental methods, simula-
tions, and theories explore protein folding mechanisms,™ but
one of the main difficulties is to access the conformational
space experimentally. Two single-molecule methods have been
used to study protein conformations, fluorescence spectrosco-
py"* and AFM-bases force spectroscopy,” but neither permit the
complete separation of all of the conformations. We propose
another method to study the protein folding at the single
molecule level using nanopores and electrical detection.

Biological or synthetic macromolecules can be electrically
driven through a nanopore,é_8 and this kind of manipulation is
now widely used and has many important potential
applications.” "> Nanopores have been used to study protein
transport,">">> nanopore—protein interactions,'***"** and
protein—protein interactions'®** and recently to investigate
protein conformations in different conditions.”**"**7*" Never-
theless, up to now, the conformational space of native or variant
proteins and their unfolding transition using single-nanopore
have been less studied.

We have previously shown, using the a-hemolysin pore and
maltose binding protein (MBP or MalEwt), that unfolded
proteins induce short current pore blockades and their
frequency increases as the concentration of denaturing agent
increases, following a sigmoidal denaturation curve. We have
also observed very long blockades in channels associated with
partially folded proteins.”' Here, we study the destabilized

i i © 2012 American Chemical Society
7 ACS Publications
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variant of maltose binding protein unfolding through the
vestibule and stem side entry of the a-hemolysin pore, and we
compare the unfolding transition of the wild type and the
destabilized variant. We study also the denaturation of MalEwt
using a different channel, aerolysin, in order to probe the
influence of the geometry or net charge of the channel in the
folding transition.

The nanopore device used in our experiments is presented in
Figure la. MalEwt or MBP is the maltose binding protein of E.
coli. Its shape is ellipsoidal with overall dimensions of 3 X 4 X
6.5 nm*>* The overall structure of MalE consists of two
discontinuous domains constructed from secondary structural
Pof units and surrounding a cleft that forms the binding site for
maltose and maltodextrins (Figure 1a). When the a/f loop
connecting a-helix VII to f-strand J in the C-domain was
modified (Gly220 and Glu221 simultaneously substituted by
Asp and Pro), the resulting MalE219 variant is strongly
destabilized and completely unfolded at low guanidium
concentration.”® The sizes and the net charges of MalEwt
and the variant (MalE219) are the same: 370 residues (40707
Da) and —8¢. The a-hemolysin channel is characterized by a
geometric asymmetry due to the presence of a large extra-
membrane vestibule domain®* and by a slightly positive global
net charge (Z = +7e). The aerolysin pore is heptameric and
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Figure 1. Principle of protein conformation detection using the
nanopore device. Schematic representation of the nanopore device (a).
One channel, a-hemolysin or aerolysin, is inserted in a suspended lipid
bilayer. The lipid membrane is submitted to an electrical potential
difference ,which induces a current in a single nanopore due to the
presence of K" and CI” in the bulk solution and their diffusion through
the nanopore. The proteins are added to one compartment of the
chamber. The denaturing agent, guanidium chloride, is in both
compartments at the same concentration. The data suggest that several
different protein conformations are detected: partially folded and
unfolded. Two proteins are used: the wild type maltose-binding
protein (MalEwt) and a destabilized variant (MalE219). In our
experimental conditions, the proteins are negatively charged.
Detection of partially folded protein (b) or completely unfolded (c)
MalE219, transport with the a-hemolysin nanopore. Part of a current
trace obtained with V = 100 mV, [Gdm-HCI] = 0.35 M.

does not have a vestibule domain,* and its net charge is highly
negative (Z = —52e). The length of both channels is the same,
10 nm, but the aerolysin pore diameter, estimated to be
between 1 and 1.7 nm,” is smaller than the a-hemolysin one.
In absence of protein, we do not observe any current blockade.
We can measure the open pore conductance through the
a-hemolysin pore, 120 + 6 pA at 100 mV in the presence of
1 M KCl and 035 M Gdm-HCI (Figure 1c). When the
destabilized MalE219 or the MalEwt proteins enter the
channel, a decrease in current is observed, and the dwell time
depends on the protein conformation. In the case of partially
folded MalE219 protein at 0.35 M Gdm-HCI, the dwell time is
very long; we observe <t > = 75 + 47 s (Figure 1b), and for an
unfolded protein the mean blockade duration is short, <t > =
208 + 74 us (Figure 1c). With the wild type protein we do not
observe any current blockade at this Gdm-HCI concentration.
We have previousl%f studied MalEwt unfolding through an
a-hemolysin channel.” In order to probe the influence of channel
structure, geometry, or net charge on protein unfolding detected
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by single-nanopore recording, we perform the MalEwt
unfolding through a different pore, the aerolysin. Typical
parts of current traces are presented in Figure 2a—c showing
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Figure 2. Electrical detection of protein unfolding through a single
aerolysin nanopore as a function of guanidium chloride concentration.
(a) At [Gdm-HCI] = 0.4 M, no current blockade is observed, and the
folded native protein does not enter inside the nanopore. (c) At
[Gdm-HCI] = 0.9 M, short current blockades coexist with long
blockades for unfolded and partially folded proteins, respectively. (e)
At [Gdm-HCl] = 1.35 M, only short current blockades are observed,
and proteins are completely unfolded. (b, d, f) Current histograms of
the number of points as a function of the current; the solid line is to
guide the eye. At [Gdm-HCI] = 0.4 M, only one peak appears and
corresponds to the open pore conductance (b). At [Gdm-HCI] = 0.9
M, a new peak is observed at low current corresponding to the protein
chain inside the pore, and the current of the open pore conductance
increases slightly (d). At [Gdm-HCI] = 1.35 M, two peaks are
observed: one for an unfolded chain inside the channel and one due to
the current of the empty pore (f). The applied voltage is V= —70 mV.
Here the proteins are added in the trans compartment of the chamber.

electrical recording in the presence of proteins (MalEwt) for
different denaturing agent concentrations between 0 and 1.5 M.
After adding proteins, in the absence of Gdm-HCl (data not
shown), or at low concentrations (Figure 2a), we do not
observe any spikes during the time of the experiment (up to 2 h
long). The wild type native protein does not enter the channel.
At 09 M Gdm-HC], long current blockades alternate with
series of short ones (Figure 2b). In the presence of 1.35 M
Gdm-HCl], the long blockades disappear, and the number of
short duration events increases (Figure 2c). We assume that the
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long current blockades are associated with partially folded
proteins and the short pore blockades with unfolded proteins.
We observe an increase in the open pore conductance (Figure
2d—f) when the Gdm-HCI increases; this is due to a linear
increase of solution conductivity from 0 to 1.5 M Gdm-HCl in
1 M KClI (data not shown). The mean blockade current is the
same, Iy = 9 + 3 pA, for both types of event, the long blockades
and the short ones (Figure 2e). This means that the unfolded
part of the chain is inside the pore and the folded part of the
protein is outside the pore. The long residence times are not
due to a pore exit from the lipid bilayer or to a plugged channel.
These times correspond to the duration required to mechanically
unfold the partially folded proteins by the electrical field. For
unfolded MalEwt proteins, we observe two types of event:
bumping events, when a protein diffuses close to the pore,
associated with a very short blockade time and low current pore
blockade; and residence events with a long blockade time and
high current pore blockade (see Supporting Information). For
example we find, at 1.35 M Gdm-HCI (Figure 3b), t.qding =
66 + 31 ps and t,.ggence = 684 £ 107 ps. This residence time is
independent of the Gdm-HCIl concentration used,
<tresidence[Gmncy)> = 717 * 39 ps (Figure 3c). Above the
denaturant concentration at the folding transition, the duration
of short current blockades is independent of the guanidium
concentration, and these events correspond to unfolded
proteins. We have recently shown that at 1.5 M Gdm-HCI
concentration the residence time of unfolded MalEwt through
an aerolysin channel is independent of protein concentration,
<residencelprotein]> = 732 £ 31 ps. Furthermore, this time
decreases exponentially when the applied voltage increases, and
duration increases with the chain length.>> All of these results
might strongly suggest that this residence time is a transport
time. The variation of the event frequency of short blockades as
a function of Gdm-HCl concentration has a sigmoidal
dependency, reminiscent of an unfolding transition curve,
between folded to unfolded state (Figure 3d). The denaturing
agent concentration of the half denaturation is Cyyr = 0.87 +
0.01 M (Table 1). Unlike short blockades, the long current
blockade duration decreases when the Gdm-HCI concentration
increases to 1 M Gdm-HCI. The folded part of the chain, at the
nanopore entry, is progressively unfolded by the denaturing
agent. We show the coexistence of short and long current
blockades for different Gdm-HCI concentrations, and the mean
duration time scale is very large, between 700 + 1S ps and 27 +
24 s. In order to take into account the possible glassy dynamics
in the protein folding processes,”**™** we have plotted the
long blockade duration according to a Vogel-Tamman—
Fulcher law: fi,,, = t; exp[A/(C — C,)] with C, the denaturant
concentration at the folding transition. A best fit yields C, =
0.81 + 0.01 M, 7, =38 + 25 s; A = 0.56 + 0.12 M (Figure 3f).
This protein folding is associated with a first-order transition
with a possible glassy behavior. Single-molecule force spectros-
copy, when MalEwt is pulled at its termini, has shown the
existence of three unfolding intermediates on the mechanical
unfolding pathway. Four stable structural blocks were found.*

To compare the accuracy of the unfolding transition measure,
we also studied the unfolding of MalE219, a destabilized variant
of the maltose binding protein. We probed the unfolding
process through the a-hemolysin channel; the proteins enter by
the vestibule or stem side (Figure 4). We also compared its
unfolding transition to that obtained with the wild type protein
(MalEwt). When the protein enters the a-hemolysin pore
either by the vestibule or by the stem side, the short current
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Figure 3. The aerolysin nanopore is a sensor to detect the unfolding of
MalEwt. (a) Event frequency and (b) blockade duration determination
for completely unfolded proteins at [Gdm-HCI] = 135 M.
Distribution of interevent time (a), continuous line is exponential
fit, semilog scale; distribution of blockade duration for MalEwt (b),
continuous lines are single exponential fits, dotted lines correspond to
a double exponential fit, semilog scale. (c) Short pore blockade
duration of unfolded proteins as a function of guanidium chloride
concentration; we found <tg.> = 717 + 39 us. Event frequency of
short blockades as a function of guanidium chloride concentration.
The line is a fit using a sigmoid function. No blockade is observed
below [Gdm-HCI] = 0.8 M. (d) At the unfolding transition, event
frequency increases sharply with [Gdm-HCl]. (e) Long pore blockade
duration of partially unfolded proteins as a function of guanidium
chloride concentration; their duration decreases sharply with the
increase of [Gdm-HCI] up to 1 M. (f) Vogel-Tammann—Fulcher
representation of long blockade duration versus 1/(C — C,) with C =
[Gdm-HCl] and C, = 0.8 M. Dotted line is the best fit of the form t =
ty exp(A/(C = C,). The applied voltage is V = =70 mV.

Table 1. Fit Parameters of Events Frequency As a Function
of Gdm-HCI Concentration (Figures 3d and 4b)“

MalE 219 vestibule MalE 219 stem MalE wt stem
a-hemolysin a-hemolysin aerolysin
Cpar (M) 049 + 0.01 0.52 + 0.04 0.87 % 0.01
Foox (Hz) 64 +2 33+37 14 + 1.1

“Cypar (M) is the Gdn-HCI concentration at the midpoint of the
unfolding transition of the protein, and F,, (Hz) is the events
frequency maximal.

pore blockade durations are similar. The unfolded protein was
more likely to enter the pore by the vestibule domain than by
the stem side (Figure 4). For example, we obtain the following
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[Gdm-HCI] = 0.5 M. (e) Short pore blockade duration of unfolded
MalE219 as a function of guanidium chloride concentration. The
unfolded proteins enter the a-hemolysin channel either by the
vestibule side or by the stem side; we found <ty,,> = 250 + 14 ps. (f)
Event frequency of short blockades as a function of guanidium
chloride concentration. The line (continuous or dotted) is a fit using
a sigmoid function. No blockade is observed below [Gdm-HCl] =
0.075 M. At the unfolding transition, event frequency increases with
[Gdm-HCI].

at 0.5 M guanidium: £, ¢dedvestibute = 265 s + 38 us and
tunfolded-stem =282 HS + S5 HS (Figure 4C!d) and Fvestibule =32 =+
1 Hz and Fy,, = 17 + 0.5 Hz (Figure 4a,b). We have previously
shown that the average rate by which the unfolded protein
MalEwt enters the pore depends on the side of addition,** as
was shown for single-stranded DNA homopolymers and the
a-hemolysin channel.*'

The short current blockade time is also independent of the
guanidium concentration; we find <f,ggenee> 250 *+ 14 us
(Figure 4e). With MalEwt, we had previously obtained
<trosdence> = 200 x 100 ps* using the a-hemolysin pore.
This residence time could be associated with a transport time of
unfolded proteins. The dynamics of unfolded proteins are the
same for MalE219 and MalEwt through the a-hemolysin
channel, and this is also the case with the aerolysin pore.”” The
mean residence time of a protein is shorter with a-hemolysin
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than with the aerolysin channel. This is due to a different
applied voltage and also to a different pore diameter. We apply
V =100 mV and V = =70 mV for the a-hemolysin and the
aerolysin pore, respectively. When the proteins enter by the
hemolysin vestibule side or by the stem side, the frequency of
events follows a sigmoidal variation (Figure 4e). The
denaturing agent concentration of the half transition for the
destabilized variant is lower than that for the wild type protein
(Table 1). The maximum event frequency is higher for
MalE219 than for MalEwt (Table 1) due probably to a
difference in the activation energy of unfolded proteins for
entry into the channel. We have previously found that the
activation energy of the a-hemolysin®' is about half of that
found for the aerolysin stem side entry.”* In our experimental
conditions, we observe long blockade durations only up to 0.42
M Gdm-HCI concentration for this destabilized variant protein.

Here we show that the nanopore approach associated to an
electrical detection is a sensitive and powerful method to study
protein folding. It allows to compare data obtained at several
protein concentrations and applied voltages and using two
different pores with different net charge, geometry, and
structure. In order to compare all data, we have normalized
the maximum event frequency to 100% of unfolded proteins.
We obtain a single denaturation curve of MalE219 when the
proteins enter by both sides of the a-hemolysin pore (Figure S).
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Figure S. Unfolding curves at the single molecule level using different
nanopores and different proteins. The events frequency is normalized
to obtain this curve, and the percentages are calculated from these
events. MalE219 is unfolded through the a-hemolysin pore when the
molecules enter by the two sides of the channel, and MalEwt is

unfolded through the aerolysin pore and with the a-hemolysin pore.
The data are adapted from previous work.”!

The Gdm-HCI concentration at the midpoint of the unfolding
transition of this protein is Cyy¢ = 0.5 + 0.01 (Table 2). The

Table 2. Fit Parameters of Unfolded Protein as a Function of
Gdm-HCI Concentration (Figure 4c)“

MalE 219 MalE wt MalE wt

a-hemolysin aerolysin a-hemolysin

Char (M) 0.5+0.01 0.87 +0.01 0.85+0.01
unfolded protein 97 £3.5 94 +4.5 97 +£5.6

maximal (%)
“Chae (M) is the Gdn-HCI concentration at the midpoint of the
unfolding transition of the protein.

unfolding process through a nanopore does not depend on the
channel entry side. The denaturation curve of MalEwt obtained
with the aerolysin channel is similar within the standard
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deviation to that found previously with an a-hemolysin pore*'
(Figure S, Table 2). We obtain, with the aerolysin or a-hemolysin
channel, at the midpoint of the unfolding transition of MalEwt:
Chalf-aerolysi.n =0.87 =+ 0.01 M and Chalf-hemolysin =0.8S5 =+ 0.01 M.
We show that the protein unfolding process is independent of
the geometry, net charge, and structure of the nanopore.

In bulk experiments, the Gdm-HCI concentrations at the
midpoint of the unfolding transition of MalE219 and MalEwt
are, respectively, Cy e = 0.35 = 0.01 M and Cj ¢ = 1.05 = 0.05
M.>® The difference obtained by single-nanopore recording and
bulk experiments could be due to the tryptophan fluorescence
emission of different protein conformations that could not be
separated in the bulk. Another explanation for this difference is
that at medium Gdm-HCI concentrations, the applied electrical
force could be enough to unfold a small part of secondary
structure inside the protein.

In the future we will perform NMR experiments as a function
of Gdm-HCl concentrations in order to investigate the
structure of the protein along the folding pathway in relation
with the current blockades in channels.

In conclusion, we compared the unfolding transition of the
wild type and a destabilized variant of maltose binding protein
using two different channels, a-hemolysin and aerolysin. For
the two channels, unfolded proteins induce short blockades, and
their frequency increases as the concentration of denaturing
agent increases, following a sigmoidal unfolding curve. Their
duration is constant as a function of the concentration of
denaturing agent. Partially folded proteins exhibit very long
blockades in nanopores. The blockade duration decrease when
the concentration of denaturing agent increases. For the wild
type protein, the variation of the long blockade duration as a
function of denaturant concentration is well described by a
Vogel-Tamman—Fulcher relationship, and this dependency
could be associated to a possible glassy behavior. The MalEwt
unfolding curve obtained using the aerolysin channel is similar
to that previously obtained with the a-hemolysin pore. We find
that the unfolding denaturation curves of the destabilized
variant are the same through the vestibule and stem side entry
of the a-hemolysin pore and are shifted toward the lower values
of the denaturant agent compared to the wild type protein.
We prove that the nanopore structure, geometry, and the net
charge do not influence the folding transition but change the
dynamics. We show a new method at single-molecule level to
study protein folding and protein stability. This method is
highly sensitive to obtain an unfolding curve, to detect protein
mutations, to investigate protein stability as a function of
environment, and to observe different protein conformations
along the folding pathway. The nanopore device also provides
prospects concerning the protein unfolding by other denaturing
agents or the interaction between proteins. The control of
protein unfolding through a nanopore is also a crucial step for a
potential application concerning ultrafast sequencing of
proteins.

B METHODS

Membrane lipid bilayers were made by using the previously described
method.*” In brief, a film of a 1% solution of diphytanoylphospha-
tidylcholine-lecithin (Avanti) in decane is spread across a 150 ym wide
hole drilled in a polysulfone wall separating the two compartments of a
chamber. Each compartment contains 1 mL of 1 M KCl, $ mM
HEPES, pH 7.5. After thinning of the decane film and formation of a
planar bilayer, one channel is inserted by adding monomeric
a-hemolysin (Sigma) or recombinant aerolysin from a stock solution
in one compartment. Aerolysin was produced in E. coli as proaerolysin
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as described before** and was activated by digestion with trypsin for 10
min at RT to eliminate the propeptide sequence, allowing monomers
to polymerize.**

The production and purification of the recombinant maltose
binding protein of E. coli (MalE) and the strongly destabilized variant
MalE219 have been described previously.* In the experiments, the
final protein concentrations are 0.35 yM with the a-hemolysin channel
or 3 M with the aerolysin channel.

The ionic current through a single a-hemolysin or aerolysin channel
was measured using an Axopatch 200B amplifier. Data were filtered at
10 kHz (100 ps) and acquired at 250 kHz intervals (4 ps) using the
DigiData 1322A digitizer with Clampex software (Axon Instruments,
Union City, CA, USA). The measurements of the transients were
based on the statistical analysis of the current traces. Data were
systematically checked for reproducibility with several pores. The main
difficulty of data analysis is to separate the pulses of electric current
from the noise. We define a first threshold th1 as the mean current of
the open pore <I,> minus twice the standard deviation ¢ of its
distribution, thl = <[> — 26. We define a second threshold th2 as the
end of this distribution. The average frequency of blockades is deduced
from the distribution of the time intervals T; between two successive
blockades. The average duration of blockades is deduced from the
distribution of blockade duration T, The two blockade time
distributions of independent events are adjusted with 2 separate
exponential functions, y = A, exp(—t/7;) and y = A, exp(—t/ 7,) and
with a double exponential function, y = A, exp(—t/1;) + A, exp (—t/7,).
Each blockade duration is the average of the two characteristic times.
All statistical analyses were performed using Igor Pro software
(WaveMetrics Inc.).
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3 Translocation de protéines dans des nanopores artificiels

La majorité des études sur le transport et le dépliement de protéines a travers des
nanopores a été effectuée avec des nanopores protéiques(8, 11-18). Il a été montré en
particulier qu’il est possible de contréler la translocation de protéines dépliées en
faisant varier le voltage, la concentration en protéines ou le sens d’entrée de la protéine
dans le pore. Jusqu'a présent, tres peu de travaux ont été réalisés sur le transport de
protéines dans des nanopores artificiels(19-21).

Le premier travail répertorié concerne le passage d’'une protéine standard, la BSA, dans
un pore de diametre supérieur a celui de la protéine. A cette échelle, on obtient peu
d’informations sur la conformation de la protéine, et les données peuvent étre
interprétées en terme de charge électrique et de volume apparent occupé par une
protéine dans le pore. On distingue néanmoins les protéines compactes a I'état natif, des
protéines dépliées sous I'action du pH ou d’'un agent dénaturant. Le manque de controle
de leur état de surface rend difficile les études sur les protéines. En effet, plusieurs
auteurs ont déja observé des interactions protéine-pore qui pouvaient ralentir le
transport de protéines(21, 91). De plus, la surface de ces nanopores solides étant tres
chargée, des phénomeénes d’électro-osmose peuvent aussi modifier la dynamique de
transport(120).

Ces études portent généralement sur la compréhension des mécanismes physiques de la
translocation et rarement sur une problématique biologique. Quand j’ai commencé ce
travail, nous souhaitions utiliser les nanopores artificiels pour I'’étude du dépliement
et/ou repliement de protéines a I’échelle de la molécule unique. Si nous arrivons a

contrdler la dynamique de transport et la géométrie du pore, il serait alors possible
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d’assister le repliement d'une protéine en sortie de pore. Il est encore difficile de
fabriquer des petits pores dont le diametre se rapproche de celui du translocon, de
I'ordre du nanomeétre, et dont la géométrie est contrdlée pour réaliser ce type

d’expérience.

Une collaboration avec le Laboratoire de Photonique et Nanostructures (LPN) de
Marcoussis nous permet de fabriquer des nanopores artificiels percés par les deux
techniques présentées dans le 1¢" chapitre ; par faisceau d’ions focalisé (collaboration
avec Jacques Gierak) ou par microscopie électronique a transmission (collaboration avec
Gilles Patriarche). Cette collaboration a commencé pendant les post-doctorats de Anne-
Laure Biance (2005) et Birgitta Schiedt (2008), dans le cadre d’'un projet ANR. Elles ne
travaillaient a I'’époque qu’avec des pores percés par FIB gallium. Leurs efforts se sont
concentrés sur la fabrication de nanopores percés dans des membranes de SiC et des
membranes de SiN pour l'analyse de biomolécules a I'échelle de 1la molécule unique.
Elles ont dii abandonner rapidement les pores percés dans des membranes de SiC qui
avaient un comportement de conduction électrique mal compris, au profit de
membranes de SiN. Birgitta Schiedt a effectué les premieres expériences, en France, de
transport d'une protéine de grande taille, la fibronectine(132) de rayon
hydrodynamique 11,5 nm, dans un nanopore artificiel de 24 nm de diametre(10) percé
par FIB. Elle a observé des blocages de courant en présence de protéines et montré pour
deux voltages différents que les temps de blocages diminuaient lorsque le potentiel
augmentait. Mais nous avons observé une instabilité du nanopore, caractérisée par de
grandes fluctuations du courant ionique. Cela n’a pas permis de continuer I'étude.

Apres le travail sur le dépliement d’'un mutant instable a travers I'alpha-hémolysine, j’ai

ensuite exploré le transport de protéines dans des nanopores artificiels en 2010, avec
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des membranes solides de SiN percées par FIB. Le FIB gallium ne nous a pas permis
d’obtenir des pores de diametre suffisamment petit sauf exception, c’est a dire des pores
dont le diametre est inférieur a 20 nm. Nous avons pu, une seule fois, obtenir un pore de
diametre 4nm, comparable a celui de la MBP. Il n’y avait aucune étude, en France et dans
le monde, sur la dynamique de transport de protéines natives ou dépliées dans un
nanopore solide en fonction du voltage appliqué. Ce type d’étude est trés important car
il permet d’accéder a des informations sur la dynamique: comme les temps de
transport, la fréquence de passage, la conformation des protéines en solution et dans le
pore, la barriere a franchir pour rentrer dans le pore, et également d’arriver a controler
la vitesse de translocation.

Nous présentons dans les articles qui suivent deux études sur le transport de protéines
en fonction du voltage appliqué dans deux nanopores de diameétre différent. La premiere
étude a été publiée dans ACS Nano en 2011 et porte sur le transport d'une protéine dont
le diametre est plus petit que celui du pore. Nous comparons le transport de la protéine
dans des conformations natives et dépliées. La deuxieme étude a été publiée dans ACS
Nano en 2012 et porte sur le transport d’'une protéine a I’état déplié dont le diametre est

plus grand que celui du pore.

3.1 Transport de protéines natives et dépliées faiblement confinées

Pour étudier la dynamique de transport en fonction du voltage appliqué, nous avons
utilisé comme protéine modele MalE native et dépliée en présence d’'une concentration
en agent de dénaturation pour laquelle les protéines sont toutes dénaturées (1.44 M
guanidium). La gamme de voltages utilisée varie entre 50 et 250 mV, afin de pouvoir

comparer nos données a celles obtenues avec les nanopores protéiques(8, 13). Le
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nanopore utilisé a un diametre de 20 nm pour permettre le passage des protéines
natives d’environ 6.5 nm de diametre et dépliées d’environ 13nm de diametre.(133)
Nous allons résumer les résultats principaux obtenus. Nous observons des blocages de
courant apres l'ajout de protéines natives ou dépliées. Le courant de blocage normalisé
(<lo>-<Ip>)/<lo> nous donne des informations sur le volume occupé par une molécule
dans le pore. Nous avons comparé les taux de blocage de courant (a 250 mV) observés a
ceux attendus en tenant compte de la géométrie de la protéine. La protéine native a une
géométrie ellipsoidale. En supposant que la chute de courant est proportionnelle a la
fraction volumique de la protéine occupée dans le pore on a: Al/I = Vprot/Vpore = (4/3
nabc) /(str2poreLipore) = 3.5%. Expérimentalement, le taux de blocage est indépendant du
voltage appliqué pour la protéine native. Ce taux est d’environ 4.5% =+ 0.7% ce qui est du
méme ordre de grandeur que celui que nous avons calculé. La conformation de la
protéine native n’apparait pas affectée par les expériences. En revanche, nous observons
une diminution du courant de blocage normalisé pour la protéine dénaturée quand la
force électrique augmente. L'approximation du volume occupé par une chaine dont la
géométrie est cylindrique est Vprot/Vpore = prot/T?pore = 1.69%. Expérimentalement, ce
taux est d’environ 1.8% = 0.7%. Le volume apparent occupé par la protéine dans le pore
semble diminuer lorsque la force électrique augmente, indiquant que la protéine
dénaturée est progressivement étirée dans le pore.

La fréquence des évenements de blocage de courant est proportionnelle a la
concentration en protéines, et augmente exponentiellement avec le potentiel appliqué,
en suivant une loi de Van't Hoff-Arrhenius. Cela signifie qu’il est nécessaire que les
protéines franchissent une barriere pour passer dans le pore. A concentration égale, la

fréquence de blocage est plus grande pour la protéine native que pour la protéine
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dépliée. Notons que la fréquence observée est beaucoup plus petite que celle qu’'on
déduirait a partir d'un simple modele de capture par diffusion d’apres Smoluchowki, f =
21 Duite € rpore = (ksTc) / (3n) rpore/ T = 4000 Hz. Dans le cas des protéines natives, cette
fréquence est deux ordres de grandeur plus important que celle mesurée, f = 10 Hz. Cela
fournit une seconde raison d’introduire une barriere de potentiel.

La hauteur de barriére déduite des données est U* = 7.4 kgT pour la protéine native
alors que pour la protéine dépliée, U* = 10.4 kgT. Ces barrieres sont élevées en
comparaison avec celles observées avec des pores protéiques dix fois plus petits. Pour
MalE et I'alpha-hémolysine, U* = 2kgT, pour I'aérolysine U* = 4 kgT. Ces observation
apparaissent paradoxales car les effets de confinement sont plus importants dans les
nanopores protéiques et nous nous attendions a une diminution de la barriére d’entrée
en passant des pores protéiques aux pores artificiels de plus grand diametre. Une partie
de la différence entre la fréquence de passage des protéines natives et dépliées peut étre
due a des phénomenes de frictions hydrodynamiques déja observés dans les nanopores
artificiels(127). La friction hydrodynamique sur la protéine dépliée est plus grande que
sur la protéine native, car elle est proportionnelle au rayon hydrodynamique de la
protéine, plus grand pour la protéine dépliée. Un autre facteur est dii aux interactions de
volume exclu entre le pore et les protéines. Le volume accessible d’'un pore est plus petit
pour les protéines dépliées que pour les protéines natives. Nous observons aussi un effet
de saturation des évenements a I'entrée du pore pour les protéines dépliées a partir de
150mV, la fréquence n’augmente plus avec le potentiel appliqué. Nous supposons que
les protéines sont accumulées a l'entrée du pore et passent alors les unes apres les

autres. Des phénomenes d’adsorption transitoire de protéines sur la surface du pore

75



Chapitre 3 : TRANSLOCATION DE PROTEINES DANS DES NANOPORES ARTIFICIELS ——

pourraient contribuer a ce phénomeéne: une protéine transitoirement adsorbée
empéche le passage des suivantes.

Une facon de sonder le transport de protéines et les interactions protéine-pore ou
I’électro-osmose est d’étudier la dépendance du temps de blocage en fonction de la force
électrique. Nous observons dans les deux cas que les temps de blocages diminuent
exponentiellement lorsque I'on augmente le potentiel (entre 20 = 3 ms a 50mV et 3.3 =
0.7ms a 200mV pour la protéine native ; entre 3 + 0.7ms a 50mV et 0.7 = 0.1ms a 200mV
pour la protéine dépliée). Cette dépendance indique que la dynamique de passage est
associée a une barriere d’énergie libre. Contrairement a ce que 1'on pourrait attendre, les
protéines natives restent plus longtemps dans le pore que les protéines dépliées. Nous
pensons que cette différence peut étre due a des interactions entre la protéine et le pore
selon la conformation de la chaine. Dans tous les cas, les temps de blocages sont tres
longs comparés a ceux que prédisent les modeles simples de diffusion, qui conduisent a
des temps de passage de I'ordre de la microseconde.(19) Deux phénomenes pourraient
ralentir le passage de protéines dans les nanopores artificiels. Le premier est
I'adsorption déja évoquée, sur la surface du nanopore. Ce phénomene est courant sur
des surfaces de haute énergie comme le SiN et déja observé(21, 91). Le second
phénomeéne pourrait étre un phénomene d’électro-osmose qui ralentirait le passage de
protéines a cause d’'un flux de solvant créé par le mouvement des contre-ions positifs
dans le sens opposé au transport(120). Cet effet n’est possible que si la surface des pores
est chargée négativement (dans le cas contraire I'effet électro-osmotique accélererait les
protéines). Il serait intéressant d’étudier ces effets électro-osmotiques dans le futur. Il
faudrait contréler pour cela de fagcon précise I'état de surface des nanopores. Cela est

difficile dans notre cas, a cause d’une possible contamination de la surface des pores par
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des ions gallium implantés lors du processus de fabrication. Notons que la présence
d’ions gallium peut aussi jouer un role sur les interactions entre les protéines et la
surface du pore. Une autre possibilité est que I'implantation d’ions gallium conducteurs
dans la membrane modifie la répartition des lignes de champs électriques donc la
capture et le transport des protéines.

En conclusion de cet article, nous avons montré que les nanopores artificiels, dont le
diametre est plus grand que celui de la protéine, peuvent étre utilisés comme capteur de
conformations de protéine. Nous avons observé que la conformation de la protéine
native n’est pas modifiée par le voltage appliqué jusqu’a 250 mV, ce qui n’est pas le cas
de la protéine dépliée qui est progressivement étirée. La dynamique de transport est
anormale, slirement due a des interactions de protéines sur la surface du nanopore,
et/ou un phénomene d’électro-osmose, non dominant, qui pourrait ralentir le passage
de protéines.

Ce travail souléve un certain nombre interrogations déja mentionnées. La méthode de
percage est-elle a l'origine de cette dynamique anormale observée? Quelle serait cette
dynamique avec un nanopore dont le diametre est plus petit que celui de la
protéine transportée? Quelle serait la dépendance des temps et le mécanisme de
transport pour des forts voltages appliqués?

Pour répondre a ces questions, nous avons entrepris une seconde étude ou nous avons
changé le mode de fabrication des pores et leur diametre. Nous avons donc étudié le
transport de MalE dépliée d’environ 12 nm de diametre, dans un nanopore de 3 nm de
diametre et percé par TEM. Nous avons décidé d’appliquer des voltages alors encore
inexplorés dans ce type d’étude, entre 200 et 750 mV. La raison d’utiliser des forces

électriques tres élevées était d’éliminer les effets de barriere et de tester I'observation
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d’'un comportement purement électrophorétique pour la translocation des protéines

dépliées comme cela avait été fait pour ’ADN.

3.2 Transport de protéines dépliées fortement confinées

L’analyse statistique des traces de courant dans ces gammes de voltage montre des
signatures de blocage différentes. A faible voltage (200mV), nous observons deux types
de blocages ; des blocages courts et peu profonds, et des blocages longs et profonds. A
hauts voltages (750 mV), nous n'observons que des blocages courts et peu profonds.
D’apres les temps de blocages a 200mV (700 = 100 us pour les blocages courts ; 2000 =
300 us pour les blocages longs), les temps longs seraient associés au passage de deux
molécules au méme moment dans le pore, et que les temps courts seraient associés au
passage d’une seule protéine. Nous observons une diminution du courant de blocage
normalisé lorsque nous augmentons le voltage. Comme nous l'avons montré dans
I'étude précédente, la protéine est progressivement étirée dans le pore, pour adopter
une conformation completement étirée a partir de 400 mV.

La durée des blocages de courant diminue lorsque le potentiel appliqué augmente. En
revanche, nous observons deux dépendances différentes selon la gamme de forces
électriques appliquées. Entre 200 et 400 mV, les temps diminuent de facon
exponentielle avec le potentiel. Cette dépendance est décrite par une barriere
d’activation qui pourrait expliquer des phénomenes d’interaction non spécifiques entre
la protéine et le pore (dépendance observée dans I'étude précédente) ou un changement
de conformation de la chaine. Entre 400 et 750 mV, les temps diminuent de facon
inversement proportionnelle au potentiel appliqué. Cette dépendance est décrite par un
mécanisme électrophorétique, la protéine est bien transportée a travers le pore. Grace a

une collaboration avec Murugappan Muthukumar de 'université du Massachusetts, nous
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avons ajusté les données expérimentales avec un modele théorique décrivant le
processus de translocation selon un formalisme de Fokker-Planck(128). Un modele de
barriéres rend bien compte des deux comportements observés expérimentalement. De
plus il définit la transition entre le régime de barriére d’activation et le régime
électrophorétique au méme point observé expérimentalement (400mV). Ce point
correspond également au moment ou les courants normalisés deviennent constants
quand V augmente. A partir de cette tension appliquée, la chalne est bien attirée et
transportée a travers le pore et sa conformation n’est pas modifiée. Nous avons pu en
déduire une barriere de transport U* = 9 kgT qui représente le travail nécessaire que la
chalne doit fournir pour qu’elle soit transportée d’'un compartiment a un autre a travers
le pore.

La durée de blocage de courant pour le pore de 3 nm est comparable a celle mesurée
dans le pore de 20 nm (700 = 100 us). Si nous considérons un transport purement
diffusif (voir chapitre 1), nous attendons t3nm = tzonm (D20nm/D3nm)?/3 = 72/3 tzonm. Deux
phénomeénes pourraient expliquer ces temps comparables dans des pores de diametres
différents : un phénomene d’électro-osmose, et des interaction attractives protéines-
nanopore. Pour élucider la contribution du phénomeéne d’électro-osmose, nous avons
effectué des expériences de transport de polymeres neutres, en fonction du voltage
appliqué. Nous avons observé des fréquences et des temps indépendants du voltage
appliqué, nous indiquant donc qu’il n’y a pas ou peu de d’électro-osmose dans le pore de
3nm percé par TEM. Cette absence d’électro-osmose pourrait étre expliquée par la
technique de percage de la membrane. En effet, les électrons chauffent localement le
matériau, qui est dit recuit, ce qui annule les charges de surface du nanopore. En outre,

une étude récente de simulation a prédit qu’il peut y avoir de fortes interactions entre
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les protéines et la surface d'un pore percé, par FIB di a des ions gallium incrustés dans
la membrane(134). Ces deux phénomenes pourraient donc expliquer les temps de
passage anormalement longs dans le pore de 20nm.

Nous avons trouvé une dépendance exponentielle des fréquences des événements avec
le potentiel appliqué sans saturation précédemment observée. La barriere d’entrée
déduite est U* = 4.2 kgT pour ce pore de 3nm alors que nous avions déduit U* = 10.4 kgT
pour le pore de 20nm. Nous attendions une augmentation de la barriere d’entrée d'un
facteur (D20nm/D3nm)?/3 = 24, due au confinement de la chaine. Or, cette barriere
d’énergie est deux fois moins importante que celle déduite dans le pore de 20nm. Les
interactions hydrophobes et électrostatiques pourraient contribuer a cette énergie
d’activation. Seulement la concentration en sels utilisée dans nos expériences écrante les
interactions électrostatiques. La barriere déduite dans le pore de 3nm est similaire a
celle trouvée dans l'aérolysine dont le pore a un diametre comparable mais posséde une
charge nette différente. Dans ce pore protéique, 'entropie est la contribution majeure
pour I'entrée de protéines. L'entrée de la protéine dépliée serait également due a une
barriéere entropique dans le nanopore artificiel.

En conclusion de cette étude, nous avons montré qu’il est possible de contrdler la
dynamique de passage d’'une protéine dépliée a travers un nanopore artificiel grace a
une autre technique de pergage, mais également en augmentant la force électrique. En
effet, pour ce pore, les fréquences de passage sont plus élevées que pour le pore de
20nm, la barriere d’entrée est plus faible et les temps de blocage sont plus courts que
ceux attendus. L’entrée de la chaine dans le nanopore, quand la taille de la protéine est
plus grande que celle du pore, est due principalement a une barriere entropique
associée a son confinement. Nous avons montré qu’a des voltages modérés, la chaine

interagit avec le pore, puis pourrait s’échapper du pore sans étre transportée. A hauts
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voltages, la chalne est réellement transportée a travers le pore, gouvernée par un
phénomene électrophorétique. Nous en concluons d’apres le modele théorique que la

chalne est d’abord piégée a I'entrée du pore, avant de la franchir pour étre ensuite

transférée dans le pore.
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he electrically driven manipulation of
Tsingle biological or synthetic macro-

molecules by transport across a nano-
pore is now widely used'~® and has many
important potential applications,”® particu-
larly for ultrafast DNA sequencing.” In most
cases, an applied electric field drives a
macromolecule into the nanopore, indu-
cing a transient blockade of electrical cur-
rent and a measurable increase in electrical
resistance.” The current blockade duration
and rate depend on the size and conforma-
tion of the passing macromolecule, the
diameter, length, and protein pores or solid-
state pores and the interaction between the
molecule and the pore walls. Two types of
nanopore are used in practice: natural or
modified protein channels®'® or artificial
nanopores drilled by different techniques
through solid-state semiconductor''" or
polymer membranes.'?

Inspired by the biological example of pro-
tein transport through the translocon
machinery,'® we have spent several years
studying the use of a protein pore, a-hemo-
lysin, as a conformation filter for completely
or partially unfolded proteins.'* We have
recently studied the dynamics of unfolded
proteins through an aerolysin channel.””
Toxin channels are very good sensors to
probe the conformation of passing polypep-
tide chains because their diameter is very
small.”>~"° On the other hand, protein chan-
nels are slightly sensitive to denaturing
agents.>?*2! Solid-state nanopores offer
the advantage of customized pore dia-
meters, and they exhibit high chemical re-
sistance to denaturing agents.*?

Nanofabricated pores have already been
used to detect proteins, in their native

OUKHALED ET AL.

ABSTRACT We report experimentally the dynamic properties of the entry and transport of

unfolded and native proteins through a solid-state nanopore as a function of applied voltage, and

we discuss the experimental data obtained as compared to theory. We show an exponential increase

in the event frequency of current blockades and an exponential decrease in transport times as a

function of the electric driving force. The normalized current blockage ratio remains constant or

decreases for folded or unfolded proteins, respectively, as a function of the transmembrane

potential. The unfolded protein is stretched under the electric driving force. The dwell time of native

compact proteins in the pore is almost 1 order of magnitude longer than that of unfolded proteins,

and the event frequency for both protein conformations is low. We discuss the possible phenomena

hindering the transport of proteins through the pores, which could explain these anomalous

dynamics, in particular, electro-osmotic counterflow and protein adsorption on the nanopore wall.

KEYWORDS: solid-state nanopore - focused ion beam - protein transport -

protein unfolding - anomalous transport

state. 7?7 In these studies, the pore dia-
meter is much larger than the protein dia-
meter, but the experiments are sensitive to
the relative charge and size of the proteins.
In one case, protein transport through the
nanopores has been proven using a lumi-
nescence assay.”> An unexplained feature of
these early experiments is that the dwell
time of proteins inside the pores is strikingly
long, on the order of a few hundred micro-
seconds, 2 orders of magnitude larger
than expected. Solid-state nanopores
have also been used to study pore—DNA
interactions,?® protein—protein interactions,
in particular antigen—antibody binding.>>*°
They have shown that the ionic current
blockade can provide information about
the size and stoichiometry of the complex
antigen—antibody. In this last experiment,
the observed protein current blockade dura-
tions are also many orders of magnitude
longer than the expected electrophoretic
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transport times (pH close to the pl). Recently, new
experiments have been performed to study protein
translocation for different proteins.?’?° The authors
also find that the transport event durations are many
orders of magnitude longer than the electrophoretic
transport time. They suggest that the protein engages
in repeated adsorption/desorption processes at the
pore and nanotube walls. Recent data suggest that
proteins which have dimensions similar to or larger
than the pore diameter do not translocate, and smaller
proteins can apparently translocate in a folded
conformation.*® Solid-state nanopores have also been
used to study folded, partially unfolded, and fully
unfolded proteins (bovine lactoglobulin) in three dif-
ferent states corresponding to three concentrations of
denaturing agent, urea.?® These states can be distin-
guished by the depth and duration of the measured
current blockades. The dynamics of the translocation
are also found to be anomalously slow, a fact which the
authors suggest could be associated with the disorder
of electric charges along the protein sequence. As
shown recently in interesting experiments that directly
probe the electrokinetic effects occurring in nano-
pores, electro-osmotic flow due to the surface charge
of the pores may reverse the electrophoretic transport
of proteins.®’

To date, there is only an incomplete understanding
of the dynamics of native and unfolded proteins
through solid-state nanopores as a function of the
applied voltage. We wish to use solid-state nanopores
to study protein unfolding at the single-molecule level.
However, the first stage is to control the physical
mechanisms of protein translocation through a solid-
state nanopore as a function of the electric driving
force. To get a better insight, we compare folded and
unfolded proteins and systematically vary the applied
electrical force between 25 and 250 mV. In our experi-
ments, we use a protein model for the translocation
and for the protein folding: this is the recombinant
maltose binding protein (MBP) or MalE.3* The role of
this periplasmic protein is to transport maltose inside
the bacteria. In order to compare data obtained pre-
viously with protein (MalE) transport through protein
pores, a-hemolysin,'*'” aerolysin,'® and the dynamics
of MalE through a solid-stade nanopore in a silicon
nitride membrane, we have used the same order of
protein concentration. MalE is completely unfolded in
the presence of guanidium chloride (1.44 M). We mainly
probe a regime where the pore diameter (20 nm) is
larger than the size of the proteins. Its native shape is
ellipsoidal®® with overall dimensions of 3 x 4 x 6.5 nm>.
The protein, MalE, is composed of 51 acidic residues
(24 Asp + 27 Glu) and 43 basic residues (37 Lys + 6 Arg),
uniformly distributed along the primary sequence. Its pl
is 5.2; thus the protein is negatively charged at pH 7.5,
and the protein net charge is —8e. From the 3D
structure, there is no visible cluster of charged residues.

OUKHALED ET AL.

We analyze the primary structure of MalE (or MBP)
using the SAPS program (www.ebi.ac.uk/Tools/saps,
developed by S. Karlin) to evaluate the presence of
charge cluster or other compositional amino acid
biases.>* This analysis did reveal any positive or nega-
tive charge clusters; therefore, we assumed that
charged residues are also uniformly distributed in the
unfolded conformation. The unfolded MalE protein is
treated as a uniformly distributed negatively charged
polymer. In order to check that the protein is inside the
nanopore and confirm the pore diameter, in relation
with the level of the current blockade, we performed
another experiment where the pore diameter (4 nm) is
smaller than the unfolded protein size (a new recom-
binant double MBP protein consisting of two tandem
MalE sequences and whose diameter is at least 12 nm
for an unfolded state).

We observed that the ionic current increases in the
presence of the denaturing agent, guanidium chloride.
The current blockade increases linearly as the applied
voltage increases. The normalized current blockage
remains constant or decreases for folded or unfolded
proteins, respectively, as a function of the transmem-
brane potential. We analyze transport parameters:
frequency of current blockades, activation energy,
effective charge of the protein, and dwell time. The
blockade rate is described by a Van't Hoff—Arrhenius
law. We show that the confined protein chain dy-
namics are associated with a free-energy barrier. The
dwell time decreases exponentially as a function of
voltage. The capture rate of native and unfolded
proteins is low, and their dwell times are very long.
We discuss these anomalous dynamics inside the solid-
state nanopore.

RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of the Currents Blockade. We first present re-
sults obtained with native MBP proteins. After the
addition of native proteins in the cis (negative) com-
partment, deep current blockades are observed
(Figure 1c). A detail of a current trace is shown in
Figure 1c (top panel). The baseline of the current
remains stable during the acquisition, often made
during several minutes. A typical current blockade is
shown at high resolution in Figure 1c (bottom panel).In
the inset of Figure 1d, we observe two types of events:
short rectangular events and longer events with an
enhancement portion. Each corresponds to a single
protein inside the pore and probably to two proteins
translocating, respectively. This inset allows us to
define the main characteristics of the current trace:
blockade duration T, related to the dwell of a protein in
the pore; inter-event time T;, related to the frequency of
blockades; mean open pore current {l,) (associated
with the pore conductance) and mean blockade pore
current (). Figure 1d shows a plot of the current blockade
DI = {l,) — {lp,) versus the dwell time T, exhibiting the
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Figure 1. Direct focused ion beam (FIB) nanopore fabrication for the detection of native and unfolded proteins. (a)
Experimental setup for single-molecule measurements with a nanopore sensor. A negatively charged protein molecule is
driven by an electric field through 20 nm aperture of a solid-state SisN, membrane. Both reservoirs are filled with an aqueous
buffer solution (1 M KCl, 10 mM Tris, pH 7.5). (b) /—V curve characterization of a solid-state nanopore in 1 M KCl; the apparent
nanopore diameter is 20 nm. The linear fit yields a conductance of 103 + 3 nA/V. (c) Detail of a current trace recording in the
presence of native MBP protein. Individual events are shown with increased time resolution (bottom). (d) Event scatter plot of
dwell time versus current blockade. The inset shows two successive individual events, with corresponding dwell time T, inter-
event time T;, mean current level of the empty pore (/,), mean blockade pore current (I,,), and current blockade DI = {/,) — {lp,);
we use the maximum current blockade during each event for data analysis. The protein concentration is 0.78 «M, and the

transmembrane potential is 100 mV.

classical correlation between deep and long blockades.
We have systematically examined the normalized con-
ductance variation DG versus dwell time scatter plots
for all applied voltages (Figure 2). We observe that the
dwell time and the normalized conductance variation
of the native MBP proteins (Figure 2a) are larger than
those of the unfolded proteins (Figure 2b). The effect is
also observed when we increase the applied voltage to
200 mV (Figure 2c,d). The current blockade could
be associated with the difference in occupied volume
either by a globular protein inside the pore or by
the one occupied by a completely unfolded protein.
We further analyze the behavior of dwell times of
native and unfolded proteins in terms of electrical
charge distribution, hydrodynamic interactions, and
drag forces. We measure the current blockade (/) —
(l,y (Figure 3a) from the full current trace histogram
shown in Figure 3b. We observe two distinct popula-
tions: the first one corresponds to the noisy ionic
current of the “empty pore”, the second one to the
presence of the proteins inside the pore (Figure 3b). We
check that the mean of the current blockade increases
linearly as a function of the applied voltage from 50 to

OUKHALED ET AL.

200 mV (Figure 3c) for two different protein concentra-
tions and for native and unfolded proteins (data not
shown). The blockade frequency of unfolded proteins
is, however, much smaller, and significant statistics are
only obtained when using larger concentrations. We
compare, in Figure 3d, the blocking ratio of folded and
unfolded proteins. The normalized currents blockade is
defined as ({(I,) — {IL))/Xl,) and the percentage of the
normalized currents blockade /g (%) as ({Io) — {I)/loy X
100; we observe that normalized current is indepen-
dent of the voltage for native proteins. This result
suggests that the blockades observed are indeed due
to the presence of the proteins inside the pore and not
at the pore entry. We notice that the normalized
current blockade remains constant for folded proteins
as a function of the transmembrane potential while it
decreases for unfolded proteins. This probably means
that the conformations of the flexible unfolded pro-
teins inside the pore depend on the applied electric
field. Furthermore, this suggests that the volume oc-
cupied by the unfolded chains in the pore is smaller
than that of folded chains, and that it decreases as the
voltage increases. All of these considerations let us
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Figure 2. Nanopore as a sensor for the detection of native and unfolded protein conformation. Scatter plot of normalized
conductance variation DG versus the dwell time at different applied voltages for native (left) and unfolded (right) MBP
proteins. The conductance is normalized by taking into account the change of the conductivity with 1.44 M or without the

guanidium-HCl in the buffer solution.

presume that unfolded polypeptide chains are pro-
gressively stretched as the applied force increases. We
make a more quantitative analysis by comparing the
value of the normalized current blockade, I = ({l,) —
U)oy, to its theoretical value, which is to a first
approximation the volume occupied by the protein
inside the pore. For the native protein assumed to be
ellipsoidal Vigp/Vpore = (4/3nabc)/(nrf,oreLpore), with a,
b, and ¢ being the MBP dimensions 3, 4, and 6.5 nm,
respectively, and by considering a cylindrical nanopore
shape of radius rpore and length Lyore, Vivier/Vpore =
3.5%, we obtain lg = (lo) — {(N/lo) = 45 £ 0.7%
(Figure 3d). Both values are indeed very close. For the
unfolded protein, we choose the reference geometry
to be that of the fully extended molecule. We estimate
the lower blocking ratio with a cylinder of radius
I'mono = 0.33 nm (radius of an amino acid) spanning the
whole length of the pore. In this case, Vygp/Vpore =
rﬁqono/rf,ore =0.1%. A more realistic estimation is to take
into account the thickness of the chain, 0.66 nm; we
find Vigp/Vpore = rfmno/rfJore = 04%. An excluded
volume chain will be evaluated by taking into account
the Kuhn length; this length is the statistical segment
for unfolded protein, tain = 1.32 nm,*> and we find
Vimep/Vpore = 1.69%. The largest experimental value of
Is = ({lo) — {IL))/l,y obtained at the smallest voltage
(50 mV) is Iz = 1.8 £ 0.2%, and the smallest experimental
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value Iz obtained at the highest voltage (250 mV) is
Ig=0.6 = 0.1%. The theoretical estimate yields the right
order of magnitude of the observed values. We deduce
from the difference between both values that the chain
is stretched under the electric driving force.

Capture Rate of Native and Unfolded Proteins. We use two
values of protein concentration in the native or un-
folded state. We check in each case that the mean
blockade frequency (derived from the blockade histo-
grams shown in Figure 4a,b) is proportional to protein
concentration. The relevant variable is the capture rate,
R, defined as the frequency per unit of concentration.
From the inter-event duration histogram, we observe
that the blockade current frequency increases as the
applied voltage increases from 50 mV (Figure 4a) to
200 mV (Figure 4c).

The capture rate R as a function of the voltage is,
in general, described by a Van't Hoff—Arrhenius law,
R = Roexp(|V|/Vo), where Ry o< ffexp(—U*/kgT) is the zero
voltage capture rate controlled by an activation barrier
U* (f*is a frequency factor) of entropic and electrostatic
origin. The ratio |V|/V, = (zeV)/kgT is a barrier reduction
factor due to the applied voltage V, acting on ze, the
effective electric charge of the molecule, where z is the
magnitude of the effective total number of elementary
charges on the protein, e is the magnitude of the
elementary charge, and kgT is the thermal energy.*®
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Figure 3. Comparison of the current blockade ratio of native and unfolded proteins as a function of applied voltage. (a) Detail
of current trace recording at 75 mV showing the mean current empty pore (/) and the mean blockade pore current (/,).
(b) Corresponding histogram of the full current trace used to define (/) and (I,) from the mean of the Gaussian fitted to
the first and second peak. (c) Evolution of current blockade (/,) — {l,,) as a function of applied voltage. The solid line is a
linear fit whose equation is f(V) = bV + a, with a = 0.03 + 0.14 nA, b = 0.006 + 0.001 nA mV~". (d) Evolution of the
normalized blockade ratio (%) ({lo) — {/p))/{lo) x 100 as a function of applied voltage. Dotted lines are linear fits of equation
(V) = bV + a. We obtain a = 4.5 & 0.5%, b = —0.00026 =+ 0.0001% mV " for native proteins; and a = 1.8 + 0.26%, b = 0.0054 +

0.002% mV " for unfolded proteins.

The potential V, (Vo = (kgT)/(ze)) corresponds to the
necessary applied potential to allow a charged protein
to overcome the Brownian motion.

Frequency data are well-described by an exponen-
tial fit of the equation f = f; exp(|V|/Vo) in the whole
range of potentials for folded proteins and at low
voltage for unfolded ones. We obtain f, = 5.5 + 0.5
Hz (at ¢ = 1.56 uM), Ry = 5.9 x 10~ %' m%/s, Vo = 56.4 +
0.5 mV, and z = (kgT/e)(1/V,) = 0.45 £ 0.01 for folded
proteinsand f,=0.14 £+ 0.01 Hz (atc=15.6 uM), Ry =5.9 x
1072 m3/s, Vo =45 £+ 0.5 mV, z = (kgT/e)(1/V,) = 0.6 +
0.01 for unfolded proteins. These values are close to
the effective charge found for unfolded MBP proteins
through the a-hemolysin pore (z = 0.6)."* In order to
obtain an estimate of the activation energy (U*) for the
native protein, the frequency factor (f*) is estimated by
a barrier penetration calculation f* = CDgigApore/Lpores
where C = 9.4 x 10%° molecules/m® is the bulk con-
centration of native MBP protein (corresponding to ¢ =
1.56 uM), Dgir = 10~ '° m?%/s its diffusion coefficient,
Apore = 71107 "¢ m? is the cross-sectional area of the
pore, and Lpoe = 30 x 107° m the pore length, we
calculate U* = 7.4kgT. A similar analysis yields U*
10.4kgT for the MBP proteins in their unfolded state.
This estimated value is surprisingly high in comparison
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to unfolded protein entry through narrow protein
pores which have smaller diameters than a solid-state
nanopore. We have found U* = 4kgT'* for unfolded
MBP proteins passing through an aerolysin pore, and a
lower value, U* = 2kgT, with an o-hemolysin pore.14
The activation energy is high in the case of solid-state
nanopore, and this could be due to hydrodynamic
effect as observed previously by Storm et al.>” There
is an essential difference between solid-state nanopore
and protein nanopore. The friction outside the pore is
dominant. The friction is proportional to the size of the
protein (hydrodynamic radius). For the unfolded pro-
tein (MBP), the size of the protein increases by a factor 2
in comparison to native conformation, consequently
the friction increases. This is a possible reason for the
difference in term of activation energy between the
two chain conformations.

As SisN, membranes are negatively charged, one
might think, as explained by several groups,®'*#3° that
electro-osmotic counterflow could slow down and
hinder the penetration of the negatively charged
DNA3%39 or proteins®' into the pores. However, if the
electro-osmotic effects were dominant, one would ex-
pect that the capture would decrease when increasing
the applied electric field. The nanopore (SiN) is highly
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proteins and f, = 0.14 & 0.01 Hz, V, = 45 + 0.5 mV for unfolded proteins.

negatively charged, and in presence of KCl solution,
the counterions of the nanopore are positively charged
and the net charge of the protein is negatively charged.
Under an applied voltage, the solvent and the protein
move in opposite directions. When the ratio between
the Debye length and the pore diameter is high the
electro-osmotic flow magnitude is dominant, further-
more, the electro-osmotic velocity is proportional to
the electrical field and we would expect that the
capture would decrease when the applied voltage
increases. In our experimental conditions, this is not
the case: this ratio is small (0.015), and the electro-
osmotic effect is not dominant. For this reason, we
observe an increase of the capture when the applied
voltage increases.

We also notice that the capture rate of the unfolded
proteins saturates at high voltage (V >150 mV). This
behavior is unusual and could be associated with a
protein crowding at the entrance of the pore, due to
the high electric field applied and the large protein
concentration 10 times larger than the one used for
folded proteins.

Analysis of the Dwell Times. We have observed that the
blockade durations of the native and unfolded proteins
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decrease as the applied electric field increases. The
measured dwell time varies between 20 + 3 ms at
50 mVand 3.3 £ 0.7 ms at 200 mV (Figure 5d) when the
proteins are in their native state, and between 3 +
0.7 ms at 50 mV and 0.7 & 0.1 ms at 200 mV when
they are unfolded. We check that these times remain
unchanged when using two different protein concen-
trations (Figure 5a,b).

If the electro-osmotic flow is not the dominant
effect for the dynamics of protein translocation, the
dwell time will be a decreasing function of the applied
voltage. We observe this dependency for native or
unfolded proteins.

We also find that folded proteins stay longer in the
pore than unfolded ones when applying the same
electric force. A possible explanation for this dwell
time difference is that the interactions between the
protein and the nanopore depend on the folding state
of the proteins; the shape or the surface charge
distribution is quite different between the folded and
the unfolded conformation.

If there is no energy barrier inside the pore, the
translocation time is expected to be inversely propor-
tional to the applied force, that is, to the transmembrane
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Figure 5. Dwell time of events versus applied voltage for native and unfolded proteins. Histograms of the dwell times for

native proteins (a—c). Lines are logarithmic normal fits; the maximum of the distribution defines the most probable dwell

time. MBP concentrations are (a) 0.78 and (b) 1.56 «M, and the transmembrane potential is 100 mV. (c) Protein concentration is
1.56 uM, and the applied voltage is 200 mV. Dwell time of events versus applied voltage; the graph is plotted on a linear scale
(d) or on a semilog scale (e). The continuous line corresponds to native protein fit and the dashed line to unfolded protein fit.
We find using the equation f(V) = Aexp(—V/V,): A=32.87 £ 4.08 ms, V.=90.9 + 9.9 mV, and Xz =3.41 for native proteins; A=3.5 +
0.3ms, V. =167 £33 mV, and Xz = 1 for unfolded proteins. Using the equation, f(V) = b/V + a, we obtaina= —1.48 + 1.01 ms,
b=1104 + 114 ms mV, and y* = 9 for native proteins and a = 0.68 & 0.04 ms, b = 54 + 2.9 ms mV, and * = 160 for unfolded

proteins.

voltage.”*~*3 In the opposite case, translocating chains
are traveling in a complex energy landscape with a well-
defined energy barrier. One expects an exponential
dependence of the translocation time on the applied
voltage.** We have examined these two hypotheses by
fitting the experimental data to the different predicted
behaviors (Figure 5d,e). The y? of the exponential and
1/V fit are, respectively, * = 3.41 and 8.98 for the folded
proteins and %* = 1, x* = 160 for the unfolded ones. The
exponential dependency is clearly more convenient in
both cases. This suggests that protein transport involves
a free-energy barrier as observed in previous studies
using protein nanopores.'>*>*® The coupling with the
electric field inside the nanopore is measured by the

OUKHALED ET AL.

effective charge zjnsiqe = (kgT)/(eV.) = 0.28 deduced from
the voltage relationship (Figure 5e), with z,sqe being
the effective charge of the protein inside the pore. The
low value of this effective charge was previously ob-
served with DNA*” and colloid*® translocation using
solid-state nanopores. This charge reduction is not fully
explained, and it could be associated with an increased
condensation of the counterions due to the confine-
ment of the charges in the medium of low dielectric
constant™® or by the back flow effects.>® The low values
of the effective charge inside the pore are also observed
with protein nanopores.'>4>4

In our case, the pore diameter (20 nm) is less than
the membrane thickness (30 nm), the edge effects are
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negligible, and the pore resistance in the first approx-
imation is given by the Ohm law. When the pore
diameter is higher than the membrane thickness, the
access resistance should be given by the shape of field
lines in the electrolyte at the entrance and exit of the
pore and should be taken into account.>®

As already noticed by several authors, the
durations of the observed current blockades of pro-
teins in nanopores are anomalously long. In our case,
we find values on the order of a millisecond, while one
would expect transit times based on the electrophore-
tic mobility on the order of a microsecond. The electro-
phoretic velocity (v) of protein is related to the electric
field strength (E) via v = Q/(6znr)E, where Q is the
protein net charge, r the protein radius, and 7 is the
viscosity of the solution. The electrophoretic time 7qe
over the pore length L is tee = L/v = (67tyrL)/(QE) =
(6Ty)/(QL*/V), where V is the applied electric voltage.
In our experimental conditions, Q = —8e,L =30 nm, n =
1073 Pa-s, at 100 mV, one estimate e = 0.2 us. The
diffusion time through the pore length that we estimate
using Tagr = L*/Daie = 6N/ (keDL? = Tae(QV)/(ksT),
using the above values, is tq4is = 6.4 us. These two
values are certainly below the experimental measured
times. This phenomenon is not yet fully understood,
and several explanations have been proposed.

The first one involves attractive interactions be-
tween the proteins and the nanopore walls,??° |lead-
ing to protein adsorption. This is quite a common
phenomenon, particularly on such a high energy sur-
face as that of SiN.*"’

The second one, studied in detail for proteins by
Firnkes et al.*® relies on the electro-osmotic effect,
which may strongly slow down the passing proteins or
even reverse their apparent electrophoretic mobility.
The counterions of the surface charges are moved by
the electrical field; they carry the solvent away with the
velocity vg = ((e€08)/(17))E, where & = 80 is the dielectric
constant of water, &, = 8.85 x 1072 Fm~' is the
vacuum dielectric constant, and { =— 10 mV is the
zeta-potential of the pore walls.3" At KCI = 1 M and
pH = 8, we find v, = 0.24 ms ™. In the presence of an
electro-osmotic flow, the sum of electrophoretic forces
and viscous friction forces is equal to zero — |Q|(V/L) +
6mnr(vs — v) = 0, where vg and v are, respectively, the
solvent and protein velocity. With our values, we find
v = v, — |Q|(V/(6myrL)) = 0.24 — 0.11 =0.13 ms™ . This
velocity is positive, which means that the protein
should never enter into the pore, which contradicts
our experimental results. Recently, it has been shown
that electro-osmotic velocity is also controlled by the
geometry and diameter of the pore.3¥3° In our experi-
mental conditions, the ratio between the Debye length
(3 A) and the surface separation (pore diameter: 200 A)
is small (0.015), and the electro-osmotic flow magni-
tude is reduced; this is a possible explanation of why
the proteins still enter the nanopores.

22-27
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In our case, we observe significant frequency of
current blockades, and the number of events increases
with applied voltage.

In order to discuss the possible explanations for the
anomalous dynamics for protein transport through a
nanopore, we evaluate the blockade frequency for
purely Brownian diffusion proteins. The equation used
below is valid for a perfect disk; this is not the case with
the solid-state nanopore used in our experiment.
However, by using the equation below, we evaluate
the events frequency magnitude for a purely Brownian
diffusion.>> The blockade frequency is given by f =
27DgifeCrpore = (kgTQ)/BMrpore/t, Where Dy =
(ksT)/(67znr) is the self-diffusion coefficient for isolated
Brownian proteins (Stokes—Einstein equation), c is the
protein concentration, and ryer. and r are the pore and
protein radii, respectively. For T uM protein concentra-
tion, we find a frequency, f = 4000 Hz. This value is
2 orders of magnitude higher than the measured
frequency. This predicted value suggests that either
the proteins adsorbed on the pore walls or there are
missed events. Regarding the missed events, it was
shown by Winterhalter and his colleagues® for the
transport of antibiotics through membrane channels
that the dwell times of the antibiotics inside the
channel decrease strongly with an increase in tem-
perature. Consequently, the fast translocation events
are probably not visible, due to the limited resolution
of the instrument. In the future, the resolution
of the current measurement will need to be signifi-
cantly increased to be able to resolve the events.>
Events could be canceled by the electro-osmotic
flow or by the potential barrier. The third one, more
subtle, is based on the heterogeneity in the charge
distribution all along the protein,?? leading to a dis-
ordered energy landscape as the protein threads
through a pore. A supplementary source of complica-
tion is that protein adsorption interferes with the
electro-osmotic and the energy landscape effects, by
changing the surface charge of the pore, hindering
motion of the counterions close to the surface and
modifying the interactions between the pore and the
proteins.>

Double MalE. We have investigated the effect of the
pore diameter dependence on the current blockade,
normalized current blockade, and dwell time for com-
pletely unfolded proteins. We use a double MBP
(Figure 6 left) and a single MBP (Figure 6 right) with
two different pore diameters, 4 and 20 nm, respectively
(Figure 6). We observe that the width of events (the
dwell time) and the current blockade magnitude are
more significant using the smaller pore size (Figure 6a,b).
From the current traces, we expect the ratio I4nm/l20nm
to vary as (Danm/D20onm)?, Where Lynm: lonm: Danms and
Dyonm are the mean currents of open pores and pore
diameters corresponding to 4 and 20 nm. The esti-
mated value (Danm/Daonm)> = 0.040 is similar to that
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Figure 6. Electrical characterization of protein and nanopore size effets. Transport of unfolded double MBP protein

(left) and single MBP protein (right) through two different pore diameters, 4 nm (a,c,e) and 20 nm (b,d,f), respectively.
Detail of a current trace in the presence of (a) unfolded double MBP (15.6 M) or (b) single MBP (7.8 M) through a
solid-state nanopore. In both traces, the applied voltage is 150 mV. Event scatter plot of dwell time versus current blockade,
respectively, for double unfolded protein (c) and single unfolded protein (d). Event scatter plot of dwell time versus
normalized current blockade (%) for double unfolded MBP (e) and single unfolded MBP protein (f).

obtained I4nm/lonm = 1.04/24.47 = 0.042, suggesting
that currents of open pores are consistent with pore
sizes. This result also shows the presence of unfolded
proteins inside the pore. Short events are associated
with low current blockades, and long events are corre-
lated to high current blockades (Figure 6c,d). The
duration of short and long events of single unfolded
proteins are shifted toward the lower values compared
to double unfolded proteins. In order to compare the
blockade rate caused by unfolded proteins through 4
and 20 nm pores, we represent a diagram of percen-
tage of the normalized current blockade versus dwell
time (Figure 6e,f). We observe that the normalized
blockade of long events increases as the pore size
decreases from 4 to 20 nm. The measured value for the
percentage of the normalized current blockade of
unfolded proteins through a 4 nm pore is 30—60%
versus 0.5—2% through a 20 nm pore.

OUKHALED ET AL.

In conclusion, we compare the transport of native
and unfolded proteins through solid-state nanopores
drilled by FIB, and we observe anomalous protein
translocation dynamics. In our experimental condi-
tions, we show that this dynamic is associated with a
free-energy barrier. The capture rate increases expo-
nentially as a function of applied voltage, and the dwell
time decreases exponentially when the electrical force
increases. The unfolded protein is partially stretched
under the electrical field. The capture rate of unfolded
proteins is lower than that of native proteins and
saturates at high voltage. The dwell time of proteins
is very long, and compact native proteins stay longer in
the pore than unfolded ones. In the future, we will
investigate the origin of anomalous dynamics ob-
served for native and unfolded proteins. In order to
separate the electro-osmotic effect from protein—pore
interaction effects or crowding effects, we plan to
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perform experiments at different net charges, for either
the proteins and the pores and with different polypep-
tide chain lengths. We will also examine the high

METHODS

Solid-State Nanopores. In order to fabricate solid-state nano-
pores, we used standard free-standing SisN, membranes
(Protochips Inc.). Nanopores were drilled in 30 nm membranes
as previously described*® using a focused ion beam instrument.
This very high resolution FIB is especially suitable for the
reproducible fabrication of nanometer sized pores.'*® In con-
trast with the usual nanodrilling technique based on the TEM
local heating technique, the ion interaction process allows the
ion dose to be calibrated precisely in one step, for irradiation
times ranging between 10 ms and some hundreds of
milliseconds.”® In this study, we have chosen a medium ion
dose (750 ms/pt) in order to fabricate nanopores with diameters
from 4 to 20 nm. All of the nanopores were adapted to an easy-
to-use “Port-a-patch” setup (Nanion Technologies Gmbh). They
were glued onto a drilled screw cap containing a 1—2 mm wide
hole. This chip can be easily manipulated and rinsed with water
and ethanol. In order to make the membrane hydrophilic, we
cleaned this chip by exposing each side to oxygen plasma for 2
min. We then put a 10 uL buffer droplet on each side of the
nanopore using a micropipet. The buffer was an ionic solution of
1 M KCl containing 5 mM Tris (pH 7.5) and allowed good storage
conditions. The experiments were conducted in a water-satu-
rated atmosphere. The effective pore diameter was deduced
from an open-pore conductance measurement assuming a
cylindrical shape. The denaturing agent (guanidium-HCI) did
not affect the noise level and pore stability. Addition of guani-
dium-HCl increased only the ionic current of the open pore.

Proteins. The recombinant maltose binding protein (MBP or
MalE) of Escherichia coli contained 370 residues (M, = 40 707)
and was negatively charged (with a net charge Z = —8e) at
physiological pH. The wild-type MBP was purified as
described.”” The tandem protein, MalE—MalE or double MBP,
was constructed by subcloning a PCR-amplified DNA fragment
of the corresponding mature sequence of MalE with primers
containing a Hindlll adaptor as described.'® The buffer was an
ionic solution of 1 M KCl containing 5 mM Tris (pH 7.5). In this
study, we added to this ionic solution the single or double
recombinant MBP denatured by guanidium chloride (Gdm-HCI).
The final concentration of guanidium chloride used was 1.44 M.

Data Acquisition. The ionic currents were detected using an
Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices). They were first
filtered at 10 kHz before a digitization at 250 kHz. The data were
processed with a homemade macro using Igor software
(Wavemetrics). The event measurements were based on a
statistical analysis of the current traces. The statistical analysis
of the current traces have been previously described.*> This
method was based on a two thresholds method, in the case of
events with asymmetric shape; the event duration was function
of the threshold. As our threshold criterion was always the same,
and the measurement error was constant and remained low. All
data were obtained with a single nanopore, but for each
experimental condition, we measured at least 2000 events.
The same nanopore was used during several experiments and
several days with the MalE. The physical parameters were
estimated without the standard deviation between different
pores but with the standard deviation of several assays with the
same pore. Another pore of different size was used during the
experiments with the double MalE. Data were systematically
checked for reproducibility.
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Protein Transport through a Narrow
Solid-State Nanopore at High Voltage:
Experiments and Theory
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anopores are very promising in the

field of macromolecule manipula-

tion at the single-molecule level.' >

One of the most common potential applica-
tions is ultrafast DNA or RNA sequencing.®
For the past few years, it has also been
possible to use protein or solid-state nano-
pores as protein conformation sensors. We
propose possible applications using nano-
pores with electric detection (the sequen-
cing of proteins, assisted protein folding) to
detect mutation and misfolding. All these
applications could be performed subject to
precise control of the pore size, which must
be smaller than the protein, and also the
driving force to control the transport velocity.
Protein trafficking through channels
plays an important role in many biological
processes.” An excellent technique prob-
ing the dynamics of protein conducting
channels® at the single-molecule level is the
bilayer lipid membrane technique used in the
context of protein transport for mitochondrial
pores®'® and translocon machinery."" The
translocon, an active transmembrane pro-
tein channel,'? allows protein translocation
in a cell assisted by a peripheral attached
protein motor powered by ATP hydrolysis.
The translocation is associated with either
protein synthesis (co-translation) or after pro-
tein synthesis (post-translation). After trans-
port, proteins need to be correctly folded to
be functional. In order to understand this
mechanism, it is easier to perform protein
transport experiments through protein
channels or solid-state nanopores by sub-
stituting the ATP energy by an electric force.
An applied electric field drives a macromo-
lecule into the nanopore, inducing transient
blockades of electrical current and a mea-
surable decrease in conductance.®'® The
current blockade duration and rate depend
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We report experimentally the transport of an unfolded protein through a narrow solid-state

nanopore of 3 nm diameter as a function of applied voltage. The random coil polypeptide chain

is larger than the nanopore. The event frequency dependency of current blockades from 200 to

750 mV follows a van't Hoff—Arrhenius law due to the confinement of the unfolded chain. The

protein is an extended conformation inside the pore at high voltage. We observe that the

protein dwell time decreases exponentially at medium voltage and is inversely proportional to

voltage for higher values. This is consistent with the translocation mechanism where the

protein is confined in the pore, creating an entropic barrier, followed by electrophoretic

transport. We compare these results to our previous work with a larger pore of 20 nm

diameter. Our data suggest that electro-osmotic flow and protein adsorption on the narrowest

nanopore wall are minimized. We discuss the experimental data obtained as compared with

recent theory for the polyelectrolyte translocation process. This theory reproduces clearly the

experimental crossover between the entropic barrier regime with medium voltage and the

electrophoretic regime with higher voltage.

KEYWORDS: solid-state nanopore - transmission electron microscope - protein
translocation - protein unfolding - Fokker—Planck model

on the size and conformation of the pass-
ing macromolecule, the diameter and the
length of the protein pore or solid-state nano-
pore, and the interaction between the mol-
ecule and the pore walls.

Up to now, various studies have been car-
ried out using protein channels. It is possible
to probe protein unfolding transitions with a
denaturing agent,"'* with thermal denatura-
tion,” or using an electric field'® and protein
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folding with cationic ions.'®'” The structures of peptides
were also investigated through protein nanopores.'®~%°
Interactions between proteins and channels®' and recently
the transport dynamics through toxin channels®*?* or
through a mitochondrial channel®* have been investi-
gated. Nevertheless, these pores are sensitive to high
denaturing agent concentrations,”>*>?® and their lifetime
is short (a few hours) due to the fragility of the lipid
membrane. Solid-state nanopores have the advantage of
being insensitive to these high concentrations of denatur-
ing agent with a longer lifetime (several days) and to high
electric driving forces. On the other hand, it remains
difficult to create solid-state nanopores with high repro-
ducibility in terms of shape. Furthermore, the transport
dynamics are not easily controlled due to the protein—
nanopore interactions*” and/or electro-osmotic flow.?®

Solid-state nanopores have been used as an electrical
detector of native or partially unfolded proteins.?*—3* A
demonstration of BSA protein translocation through a
solid-state nanopore has already been performed by
chemiluminescent analysis.*® Solid-state nanopores have
also been used for the study of anomalous transport in
the case of protein—protein interactions,>3%3” protein—
nanopore wall interactions,”” and the effect of electro-
osmosis on the dynamics of protein transport.® Re-
cently, solid-state nanopores have been coated with a
fluid lipid bilayer containing mobile ligands attached
to the surface. This made it possible to differentiate
proteins by current blockage analysis and slow the
dynamics of protein transport.>® Metalized silicon ni-
tride nanopores, chemically modified with receptors,
are used to detect subclasses of IgG antibodies.>* Some
theoretical works and simulations have also been per-
formed on protein translocation.3®~*°

The protein model in our study is the maltose
binding protein (MalE),*' composed of 51 acidic resi-
dues (24 Asp +27 Glu) and 43 basic residues (37 Lys +6
Arg), uniformly distributed along the primary se-
quence. Its pl is 5.2; thus the protein is negatively
charged at pH 7.5, and the protein net charge is —8e.
From the 3D structure, there is no visible cluster of
charged residues; therefore we assumed that charged
residues are also uniformly distributed in the unfolded
conformations. In our experimental conditions the
unfolded proteins have a random coil conformation
in the presence of denaturing agent and high salt
concentration. The diameter of the flexible polypep-
tide chain is around 8 nm. We have already studied the
dynamic properties of the entry and transport of
unfolded and folded maltose binding protein (MBP,
MalEwt), through a 20 nm solid-state nanopore per-
formed by focused ion beam (FIB) as a function of
applied voltage between 25 and 250 mV. The pore
diameter is larger than the folded and unfolded protein
size.*> We showed that these dynamics are associated
with a high free-energy barrier probably associated with
protein—nanopore wall adsorption. In the presence of
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proteins, the event frequency of current blockades in-
creases exponentially as a function of applied voltage.
At medium electrical force, we observe frequency satura-
tion for unfolded proteins. We have observed that the
current blockade durations of the folded and unfolded
proteins decrease exponentially as the applied electric
field increases. In our experimental conditions, the
electro-osmotic flow is in the opposite direction of
the electric driving force. The dwell time of proteins
(current blockade) dependency showed us that the
electro-osmotic flow is not dominant for the dynamics
of protein transport. These times are found anoma-
lously long in comparison to expected dwell times
based on the electrophoretic mobility; they are prob-
ably mainly due to protein—pore interactions. In order
to obtain better insight into our previous work, experi-
ments are driven with a 3 nm solid-state nanopore
created using TEM, the unfolded protein MBP being at
least three times larger than the nanopore diameter.
Consequently, the transported protein would be in an
extended conformation. This pore diameter is similar
to the diameter of the biological channels involved in
the translocation of unfolded proteins. To be sure that
the unfolded proteins are really transported by an
electrophoretic mechanism through the nanopore,
we applied high voltages (from 200 to 750 mV). The
electro-osmotic velocity is controlled by the geometry,
the diameter, the net charge of the pore, the ionic
strength, and the pH of solution.®**~* Here, the
Debye length remains on the same order as previous
experiments using the large pores. We also use the
same solid-state membrane (SisN,), but the large pores
were drilled by using FIB techniques and the narrow
ones by TEM techniques. We can suppose that, in the
first case, the nanopores contain some gallium ions,
while, in the second case, the charges are annealed by
the electron beam.*” This phenomenon could explain
the linear /—V curve observed with nanopores drilled
by TEM, in agreement with Schulten's recent work.*”
The differences are a strong decrease of the nanopore
diameter and the net charge of the nanopore (the
solution pH does not change). We expect an increase of
electro-osmotic velocity of the fluid due to a decrease
of the pore diameter and a decrease of the electro-
osmotic flow due to the net charge decrease.*®
Moreover, independently of the hydrodynamic ef-
fects, the confinement becomes more important, and
the energetic penalty becomes higher to enter the
narrow pore. In any case, one expects that the protein
dynamics and frequency should slow dramatically.
Surprisingly, we observe shorter dwell times and higher
event frequency. The experimental entry of molecules
as a function of electric driving force follows an ex-
ponential dependency. The transport is dominated
by either the free-energy barrier or the electrophoretic
mechanism in the medium or high-voltage regime,
respectively, consistent with the entropic barrier
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Figure 1. Transmission electronic microscopy (TEM) nano-
pore fabrication for the transport of unfolded proteins.
(a) Bright field (BF) STEM image of a 3 nm diameter solid-
state nanopore performed in a 30 nm thick SisN; membrane.
(b) I/V characteristic curve through a solid-state nanopore in
0.82 M KCl and 5 mM Hepes pH 7.5 and in the presence of
1.5 M Gdm-HCl. The inset shows the geometry of the pore.

mechanism of polymer translocation. The event fre-
quency is 10 times higher and the activation energy is
three times lower with the 3 nm pore than with the
previous 20 nm pore. Our results suggest that electro-
osmotic flow and protein adsorption on the nanopore
wall should be minimized. Therefore, it is possible to
control protein transport through a narrow pore at
high voltage. In this work, we attempt to enhance the
understanding of protein transport through a small
nanopore. Data are discussed according to a theory of
capture rates in polyelectrolyte transport through nar-
row nanopores.*® It has been shown that the process of
polyelectrolyte capture by the nanopore under an
electric field is delineated by two regimes: an entropic
barrier regime and a drift regime. In the first regime
dominated by the entropic barrier for the polyelec-
trolyte, at medium voltage differences, the capture rate
is an increasing nonlinear function in the electric field.
In the drift regime, where the electric driving force
dwarfs the role of entropic barriers, at higher applied
voltages, the capture rate is linear in the electric field.

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1a shows a bright-field (BF) STEM image of a
3 nm diameter solid-state nanopore drilled in a 30 nm
thick SisN; membrane. From this picture, we measure
the pore diameter: dyore = 3 & 0.15 nm (Supporting
Information). Figure 1b shows the current—voltage (I—V)
characteristics through a 3 nm solid-state nanopore in
0.82 M KCl (red curve, 6 =9 S/m) and 0.82 MKCl + 1.5 M
guanidium-HCl (blue curve, o = 12.6 S/m) buffer. A linear
fit to the data yields conductance values of 5.5 and 8.1 nS
in 0.82 M KCl and 0.82 M KCl 4+ 1.5 M Gdm-Hdl, respec-
tively. The denaturing agent (guanidium-HCl) does not
affect either the noise level or the pore stability. Addition of
guanidium-HCl just increases the open pore level (i.e, the
pore conductance Gpre) by about 40%. Note that in both
cases, the |-V characteristics are linear,"”*°~>" in contrast
with our previous works on pores drilled by FIB*>* or
asymmetrical conical pores in polymer membranes,”®
where current asymmetry was usually observed.

CRESSIOT ET AL.

c) T
05s 750 mV

Figure 2. Detail of current trace recording in the presence
of unfolded MBP protein. The protein concentration is 10.4 uM
ina0.82 M KCland 5 mM Hepes, pH 7.5, buffer. To unfold the
MBP, the experiment was performed in 1.5 M guanidium
chloride. Individual events are shown with increased time
resolution for each transmembrane potential. (a) Current
traces at a transmembrane potential of 200 mV. We observe
two types of events: one short with low-magnitude current
blockade (on the right) and one longer and deeper (on the
left) (b), Ip is the average current of the baseline, I, the mean
current of each event. Current traces at a transmembrane
potential of 750 mV (c). We observe only one type of events (d).

Using a simplified model where the nanopore is
approximated by two cones and a cylinder® (inset of
Figure 1b), the conductance of the conical part is
Geonical = (70/4)dpore(dconical/Lconical) Where dconical is
the diameter and Lcgnical is the height of the cone. The
cylinder conductance is Geylinger = (Jw/4)(dpo,e2/Lp0,e).
The access conductance is G,ecess = 2dpore0.>" The total
conductance can be written as 1/Gpore = 2(1/Geonical) +
1/Geylinder +  1/Gaccess: Taking into account that
Lmembrane = (2Lconical + Lpore) where Lmembrane is the
membrane thickness, we evaluate an effective pore
length Lyore= 4.9 = 1.4 nm (Supporting Information).
Note that the /—V characteristics obtained from the
3 nm solid-state nanopore after immersion in PEG
solutions are not altered, suggesting that the apparent
pore diameter remains unchanged. This means that
the PEGs are not interacting with the pore walls
irreversibly (Supporting Information).

Analysis of the Current Blockades and Dwell Times. After
the addition of unfolded proteins in the cis (negative)
compartment, deep current blockades are observed
(Figure 2). Details of two current traces at 200 mV
(Figure 2a) and 750 mV (Figure 2c) are shown. For
each applied voltage we focus on the current traces
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Figure 3. Current variation events of unfolded proteins versus
applied voltage. Current variation versus the dwell time (a, b)
and histograms of dwell times (c, d) at two applied voltages,
200 mV (a, ¢) and 750 mV (b, d). (e) Normalized current
blockage ratio [(lp — Iv)/lo] (%) as a function of applied voltage
for short (red) and long (blue) events.

(Figures 2b and d, respectively). At low voltages (200 mV)
we observe two types of events: one short with a low-
magnitude current blockade and the other longer and
deeper. At high voltages (750 mV), the durations of both
types of events are similar to low-magnitude and short-
current blockade events.

In Figure 3a, we observe two populations of events
for the current deviation (/y — I,,) versus the dwell time
at 200 mV. The current deviation of the longer events
(1.19 £ 0.06 nA) is approximately twice that of the short
ones (0.72 & 0.17 nA). At 750 mV, we observe just one
large population of events in Figure 3b.

We then plot the normalized current blockade ratio
[(lo — Ib)/lo] (%) as a function of the applied voltage
(Figure 3e), where I, is the average current of the
baseline and /,, the mean current of each event. We
observe the same behavior for both short and long
events: a strong decrease until 400 mV from 73% down
to 13% for long events and from 44% to 9% for short
events. For voltages higher than 400 mV, the ratio
reaches a constant value (6.1 & 2.3% for short events
and 9.5 + 2.5% for long events). This means that
unfolded protein is stretched as a function of electric
driving force up to 400 mV, and when the applied
voltage increases even more, the extended conforma-
tion does not change inside the narrow pore.
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Figure 4. Dwell time of events as a function of transmem-
brane potential. Dwell time of short (red) (a,c) or long (blue) (b,d)
events for unfolded proteins as a function of applied voltage.
Between 200 and 400 mV, we find using the equation f(V) = A
exp(—V/Vo), Ashort = 1050 £ 161 us, Voshort = 422 = 89 mV and
Along =4361 £ 1250 us, Voiong = 260 3= 63 mV. Between 400 and
750 mV, we find using the equation (V) = b/V + a, dghort =
—312 =& 57 us, bgpore = 303540 + 32400 us-mV and ajong =
—855 £ 107 us, biong = 708 300 + 71500 us-mV.

We assume that above 400 mV the chain is fully
extended inside the narrowest region approximated
by a cylindrical shape, with an effective length Lo =
4.9 + 1.4 nm and a radius ryere = 1.5 & 0.08 nm. For an
unfolded protein, the unit segment is the persistence
length. It is natural to choose a cylinder for the
molecule geometry, rmonomer = 0.33 £ 0.02 nm (size
of one amino acid). The predicted volume occupied by
the extended portion of protein passing through the
pore effective length is given by the volume of the
protein Vo divided by the volume of the pore Vet
Viorot/Vpore = fmonomer/Tpore> = 5 & 1%. This result is in
agreement with the experimental value of the normal-
ized current blockade ratio [(lp — Ip)/lo] at the plateau
(9.5 & 2.5%). In fact, this estimation shows that the
chain is completely stretched in the pore.

We could suppose that short events are described
by one protein entering the pore, and longer events by
two proteins entering in single file.*® To check this
hypothesis, we can look at the dwell time behavior.
Histograms of the dwell times presented in Figure 3
give us the time distribution for each applied voltage.
The maximum of this distribution defines the most
probable dwell time. At 200 mV (Figure 3c), the char-
acteristic time for short events with low-magnitude
current blockade is 700 £ 100 us, while for longer and
deeper events this time is 2000 = 300 us. At high
voltage (750 mV) there is only one large distribution
(Figure 3d), which is like the short one observed at
medium voltage (200 mV).

We expect two dynamics inside the nanopore; the
first one is described by an energy barrier. We expect
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Figure 5. Comparison between theoretical translocation
time and experimental dwell time versus reciprocal of
dimensionless voltage corresponding to the experiment
(left). Sketch of the free-energy landscape (right). The
average modelized translocation time is plotted (green
curve) against 1/v, v = |QV| in units of kgT, for the experi-
mental range of voltage, V, from 200 to 800 mV, experi-
mental data (red markers). The experimental effective
charge of the protein is Q = —0.16e and the pore length is L;
we obtain the energy barrier, U = (9 = 1.4)kgT, and the
barrier location 77 = 0.54 & 0.03. The free-energy profile
permits explaining the crossover from an exponential
dependence of the residence time at moderate voltages
to the inverse voltage dependence at higher voltages.

an exponential dependency of the transport time as a
function of the applied voltage. The second one is
described by an electrophoretic transport,® and the
translocation time is expected to be inversely propor-
tional to the applied force. We represent the blockade
times as a function of the applied voltage (Figure 4) for
short and long events. The blockade duration de-
creases in both cases as the applied electric field in-
creases. We have examined both hypotheses: in our
case, the exponential fit is the best one at medium
voltages smaller than 400 mV, so a model of an activa-
tion barrier is better (Figure 4), which could be ex-
plained by protein—pore nonspecific interactions. For
voltages higher than 400 mV, the behaviors follow
electrophoretic dynamics (Figure 4). At high electric
driving force, the protein is transported through the
nanopore.

In order to understand the crossover from an
exponential dependence of the residence time at
moderate voltages to the inverse voltage dependence
at higher voltages, we have considered a free-energy
profile (inset in Figure 5) along the translocation direc-
tion, where there exists a barrier U followed by a ramp
due to the electric field across the pore. The barrier
arises from the confinement of the polymer at the pore
entry initially without grafting between the chain end
and the pore mouth. The chain end must unravel from
its initial confined state to place itself at the pore entry,
which results in an entropic barrier. The barrier is
assumed to be present at a distance of #L, where L is
the pore length. In addition to the entropic barrier
there is a potential energy drop of |QV/| across the pore.
Although the free-energy profile across the pore could
be more complicated, we take the simplest profile to
gain an understanding of the most dominant factor

responsible for the crossover. For the free-energy
landscape®®>7-*8 of Figure 5, the average translocation
time 7 follows from the Fokker—Planck formalism as

r(v)ocL(e“ v _ ) LY
(u—vny) v

(See Supporting Information.) Here # is the location
of the barrier, and v = |QV|. u and v are in units of kgT.
Taking the experimental charge of the protein to be
Q = —0.16e (see below), we fit the measured dwelling
times plot and we calculate the values for U=9 + 1.4 kgT
and for 7 = 0.54 + 0.03. A plot of the modelized
translocation time 7 against (1/v) as well as the experi-
mental data is presented in Figure 5. The model
reproduces clearly the experimental crossover.

Surprisingly, the measured dwell time through a
3 nm (t3,m) pore is comparable with that measured
through a 20 nm (taonm) pore*? at the same applied
voltage. Because of confinement effects, one would
expect to measure longer times. If we consider a purely
diffusive transport® through a long pore, the dwell
time tis t = L*oNa/ksT(a/D)*>, L being the pore length,
1o the solution viscosity, N the monomer number, a the
monomer size, D the pore diameter, and kgT the thermal
energy. Comparing t3nm to taonm, We find t3nm = thonm
(Daonm/Danm)?”> = 7%3t20nms while we find in our mea-
surement, t3nm = tonm (700 £ 100 us). The unfolded
protein transport dynamics through the two pores are
different according to a scaling argument. In our
previous work, we explained these long times by two
phenomena: either electro-osmotic flow due to the
charged surface of the nanopore wall, or protein
attractive interactions with the nanopore wall. In the
case of electro-osmotic flow, it was observed pre-
viously by Wanunu et al.%® that the event frequency
decreased when the applied electric force increased. In
order to check the importance of electro-osmotic flow
in this study, we performed an experiment with neutral
polymers as a function of electric field (Supporting
Information). The event frequency and the dwell time
of PEG transport as a function of the applied voltage
remain constant. The current deviation follows Ohm's
law behavior as a function of the applied voltage.
These results show that electro-osmotic flow is greatly
reduced in our experimental conditions. A recent simu-
lation work predicts that the interactions between pro-
tein and nanopore could be strong for FIB nanopores,
due to gallium ions, and weak for TEM nanopores,
because the silica surface rearranges and the patches
of dangling atoms are removed.*” The interactions
between the protein and the pore wall could be weak;
this is a possible explanation of our observation
of translocation times being shorter than expected.
Nevertheless, this time remains long compared to that
predicted in the absence of interaction, which is on
the order of a microsecond.*? This is quite a common
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Figure 6. Frequency of current blockades versus applied
voltage in semilog scale. (a) Explanation of the statistical
analysis of the measured current traces, distribution of
inter-event intervals T; for four different applied voltages.
(b) Frequency of events versus applied voltage. The red line
is an exponential fit of equation f=f, exp(|V|/V,) with f=3.8
+ 0.5 Hzand V, = 152 + 6.4 mV.

phenomenon, particularly on such a high-energy sur-
face as that of SiN,°' and many authors®’>%*? give
prominence to it.

Analysis of Event Frequency. From the inter-event dura-
tion histogram (Figure 6a), we observe that the block-
ade current frequency increases exponentially as the
applied voltage increases from 200 mV to 750 mV
(Figure 6b). We use a van't Hoff Arrhenius formalism,
R =Ry exp(|V|/Vo), where Roaf* exp(—U*/kgT) is the zero
voltage capture rate controlled by an activation barrier
U* (f* is a frequency factor) of entropic and electrostatic
origin. The ratio |V|/V, = (zeV)/kgT is a barrier reduction
factor due to the applied voltage V, acting on ze, the
effective electric charge of the molecule, where z is the
magnitude of the effective total number of elementary
charges of the protein, e is the elementary charge, and
kgT is the thermal energy. The potential V;, (Vo = kgT/ze)
corresponds to the necessary applied potential to
allow a charged protein to overcome the Brownian
motion. Frequency data are well described by an
exponential fit of the equation f = f, exp(|V|/V,), where
fo=3.8+05Hzand V=152 4+ 6.4 mV.

The protein net charge is —8e in solution in the
absence of counterion condensation. The effective
charge z is extracted from indirect measurement
z = (kgT)/(Voe) = 0.16 £ 0.01.

Up to now, we have just qualitative possible ex-
planations to discuss the high charge reduction at the
entry of the nanopore. The reduction of unfolded
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protein charge could be due to the charge confine-
ment in the medium of low dielectric constant®? or to
back-flow effects 28453

In order to estimate the activation energy, we
calculate the frequency factor () from the barrier
penetration calculation * = CDgitApore/Lpores Where
C=6.24 x 10*" molecules/m? is the bulk concentration
of MBP protein (corresponding to ¢ = 10.4 uM), Dyt =
107" m?/sis its diffusion coefficient, Apore =710 '8 m?
is the cross-sectional area of the pore, and Lre =4.9 +
1.4 nm is the pore length. We find U* ~ (4.2 &+ 0.5)kgT
for just the entry of an unfolded protein. If we consider
both the protein capture and the chain confinement
inside the pore, we obtain U = (9 & 1.4)kgT (Figure 5).

We expected an increase of the energy barrier by a
factor (Daonm/D3nm)””> =~ 24 if we consider that the
entropic barrier is dominated by the confinement of
the chain.®*> However, this energy barrier is two times
smaller than that obtained with the 20 nm pore (U* ~
10.4kgT). This means that either electrostatic or hydro-
phobic interactions could contribute to this activation
energy. We have previously determined the activation
energy for the entry of unfolded proteins through
protein pores. We obtained U* ~ 2kgT for the alpha-
hemolysin and U* ~ 4kgT for the aerolysin. These pores
have a similar diameter to the solid-state one (around
2 nm), but their net charge is different. For these
protein nanopores, the entropy is the major contribu-
tion for unfolded protein pore entrance."** We ex-
pected an entropic penalty for an excluded volume
chain of a neutral polymer: U* & (Lyore/D)ksT = (1.6 £
0.4)kgT.*° In our experimental conditions, the high salt
concentration screens the electrostatic interactions.
Finally, the main contribution in our experiments for
protein entrance with a narrow solid-state nanopore is
an entropic barrier.

CONCLUSION

In conclusion, we compare the transport of unfolded
proteins as a function of the applied voltage (from 200
to 750 mV) through a 3 nm solid-state nanopore drilled
by TEM to our previous work with a 20 nm solid state
nanopore drilled by FIB. We observe surprisingly for the
narrowest pore a higher event frequency, a lower
activation energy, and shorter times than expected.
We show that the entry of unfolded proteins inside the
narrow nanopore is dominated by the entropic effect
associated with the confinement of the chains. The
protein is progressively stretched under the applied
voltage and assumes an extended conformation at
high voltages. The dwell time decreases exponentially
at medium voltage: the chains interact with the nano-
pore walls and escape from the pore. This time is inversely
proportional to the applied force at high voltage: the
unfolded proteins are really transported through the pore
by an electrophoretic mechanism. The theoretical model
fits well the results and the experimental crossover. There
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are two steps during translocation: (I) capture of the chain
to fill the pore; (Il) transfer while keeping the pore filled.
This model has an exponential behavior at medium

METHODS

Nanopores. The nanoholes were manufactured using a TEM/
STEM Jeol 2200FS microscope operating at 200 keV and
equipped with an aberration corrector on the probe (STEM
mode). The nano-openings were created using a 1.3 nA electron
probe, a half-convergence angle of 30 mrad, and a spot size
(fwhm) of 0.4 nm. The width of the scanning window deter-
mines the size of the nano-opening. The etching process is
observed in situ and stopped when the nanohole is formed in
the scanning window. The post-treatment observations in high-
angle annular dark field imaging mode are performed using a
lower energy probe (240 pA and a spot size of 0.15 nm) to avoid
any modification of the shape of the hole.

All of the nanopores were adapted to an easy-to-use “Port-a-
Patch” setup (Nanion Technologies Gmbh). They were glued
onto a drilled screw cap containing a 1—2 mm wide hole. This
chip can be easily handled and rinsed with water and ethanol. In
order to make the membrane hydrophilic, we cleaned this chip
by exposing each side to oxygen plasma for 2 min. We then
applied a 10 uL buffer droplet to each side of the nanopore
using a micropipet. The buffer was an ionic solution of 0.82 M
KCl containing 5 mM Tris (pH 7.5) and allowed good storage
conditions. The experiments were conducted in a water-satu-
rated atmosphere. The effective pore diameter was deduced
from an open-pore conductance measurement. The denaturing
agent (quanidium-HCl) did not affect the noise level or the pore
stability. The addition of guanidium-HCl only increased the ionic
current of the open pore.

Proteins. The recombinant maltose binding protein (MBP or
MalEwt) of Escherichia coli contained 370 residues (M, = 40 707)
and was negatively charged (with a net charge Z= —8e) at phy-
siological pH. The wild-type MBP was purified as described.*®
The buffer was an ionic solution of 0.82 M KCI containing 5 mM
Tris (pH 7.5). In this study, we added to this ionic solution the
recombinant MBP denatured by guanidium chloride (Gdm-HCl),
the final concentration of guanidium chloride being 1.5 M.

Data Acquisition. The ionic currents were detected using an
Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices). They were first
filtered at 10 kHz before a digitization at 250 kHz (4 us). The data
were processed with a homemade macro, using Igor software
(Wavemetrics). The event measurements were based on a
statistical analysis of the current traces described in a previous
article.®” This method was based on a two-threshold method in
the case of events with an asymmetric shape; the event dura-
tion was a function of the threshold. Because our threshold
criterion was always the same, the measurement error was
constant and remained low. All data were obtained with a single
nanopore, but for each experimental condition, we measured at
least 2000 events. The same nanopore was used during several
experiments and several days with the protein. The physical
parameters were estimated without the standard deviation
between different pores but with the standard deviation of
several assays with the same pore. Data were systematically
checked for reproducibility.
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voltages and linear dependence at higher voltages; the
free-energy barrier and the location of the barrier are the
adjustable parameters.
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Conclusion et perspectives

Le but initial de cette these était d’étudier la translocation de protéines dans des
systémes biomimétiques passifs (pores protéiques et artificiels), de les comparer avec
des systémes naturels et de mesurer les forces se développant pendant ce processus.
Lorsque j'ai commencé, il avait été montré que les nanopores protéiques pouvaient étre
utilisés pour suivre le dépliement d’une protéine sauvage. Seule la premiere partie de ce
tres grand programme a été réalisée car nous avons été confrontés a des difficultés, en
particulier pour l'obtention de pores solides percés de petite taille. J'ai étudié le
transport de protéines dans deux types de canaux. Des canaux protéiques, dont leur
géométrie et charge électrique sont différentes, qui commencent a étre bien connus
comme l'alpha-hémolysine et un autre canal tres peu utilisé, 'aérolysine. Des nanopores
artificiels percés dans des membranes de nitrure de silicium, jusque la utilisés
principalement pour étudier le transport de I’ADN.

J’ai montré que la technique de nanopore couplée a une détection électrique permet de
suivre le dépliement d’une protéine dont une mutation modifie sa transition de
dénaturation vers les faibles concentrations en agent dénaturant. J'ai obtenu deux
courbes de dénaturation superposables de MalE 219, lorsque la protéine est dépliée soit
par le coté vestibule, soit par la tige de I'alpha-hémolysine. Ces courbes sont obtenues, a
partir de la variation des fréquences des éveénements de blocage de courant en fonction
de la concentration en agent dénaturant. Ainsi, la géométrie du pore n’influence pas la
transition de dépliement de la protéine. En revanche, les fréquences des évenements

sont systématiquement plus élevées, lorsque les protéines dépliées entrent par le
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vestibule par rapport a la tige, montrant que I’entrée des molécules est dépendante de la
géométrie du pore.

La principale difficulté de l'utilisation des nanopores artificiels, pour étudier le transport
de protéines, est d’obtenir des pores de relativement petite taille dont leur surface est
controdlable.

Dans la plupart des premieres expériences publiées avant mon travail, les diameétres de
pores sont supérieurs au diametre des protéines étudiées natives ou dépliées. C’est dans
ce régime que j’ai réalisé ma premiere expérience sur le transport de protéines dans un
nanopore artificiel. ]’ai montré que les pores artificiels dont le diametre est supérieur a
celui de la protéine peuvent étre utilisés comme capteurs de conformations pour
distinguer I'état natif, de I'état déplié pour la protéine. Ce résultat a été observé
parallelement par un autre groupe sur le dépliement d'une protéine par 'urée(21). Il est
possible a partir des courants de blocage de déduire la conformation de la protéine dans
le pore en fonction de la force électrique appliquée. J'ai également étudié de facon
systématique l'influence de la différence de potentiel sur une grande gamme de forces
électriques sur la dynamique de transport de protéines natives et dépliées a travers un
nanopore artificiel. Cela m’a permis de mettre en évidence une dynamique anormale de
transport, qui dépend de la conformation de la protéine, pour le nanopore percé par FIB,
ce qui est probablement dii a des phénomenes d’'interaction protéine-pore ou d’électro-
osmose.

En utilisant une technique de percage tres performante par TEM, j’ai pu obtenir des
nanopores artificiels de tres petits diametres et effectuer les premieres mesures sur le
transport de protéines dépliées a travers un nanopore artificiel pour lequel le diametre
du pore est inférieur a la taille de la protéine dépliée. Les effets de confinement et de

barriére stérique sont donc forts et je les ai étudié en variant le champ électrique
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appliqué dans une gamme de hauts voltages, encore jamais explorée. Je n’ai pas observé
de phénomenes d’interaction ou d’électro-osmose dominants. Ce travail montre que
l'utilisation d’ions galliums pour le percage de membranes, modifie I'état de surface du
nanopore, ceci de maniere incontrolée. J'ai prouvé indirectement que la protéine est
réellement transportée a travers le pore pour des hauts voltages, régime
électrophorétique, et que I'entrée de la chalne dépliée dans le pore est associée a une
barriere d’énergie principalement entropique. A des voltages modérés, la protéine
pourrait interagir avec le pore sans étre transportée. Le modele théorique proposé, un
formalisme de Fokker Planck, nous permet d’estimer une barriére de transport, et
indique que la chalne est d’abord piégée a I’entrée du pore avant de la franchir, pour étre

finalement transportée d’'un compartiment a I'autre.

Nous allons présenter quelques perspectives issues de ce travail. Il serait intéressant de
suivre le dépliement d’'une protéine a travers un nanopore artificiel qui est bien plus
résistant a des fortes concentrations en agent dénaturant, gamme de pH ou de
température, qu'un nanopore protéique. Nous pourrions ainsi comparer le dépliement
d’'une protéine, par exemple MalE219, a travers un nanopore protéique et un nanopore
artificiel ; mais également envisager I'étude du dépliement de protéines plus complexes,
multi-domaines, comme la fibronectine. Nous pourrions envisager de reconstituer le
translocon dans une membrane lipidique pour étudier grace a une méthode électrique,
la translocation et le repliement de protéines.

Pour tenter de mieux comprendre et controler les effets d’électro-osmose dans un

nanopore artificiel, il serait intéressant de modifier I'état de surface. L’étude de la

dynamique de transport de protéines dans des nanopores artificiels de différentes
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tailles, permettrait de prédire la fréquence ou le temps de translocation d’'une protéine
en fonction du diametre du pore.

Nous envisageons de réaliser des expériences de dépliement mécanique d’'une protéine
en appliquant un champ électrique localisé au niveau du pore. Il a été construit par
Manuela Pastoriza-Gallego en collaboration avec Jean-Michel Betton, une chimere
constituée d'une protéine associée de facon covalente a de ’ADN simple brin. Une fois le
brin d’ADN lié a la protéine, inséré dans un nanopore protéique, il sera possible
d’appliquer un champ électrique pour déplier mécaniquement la protéine. Les
premieres expériences réalisées dans ce sens avec la protéine MalE sauvage, ne sont pas
pour l'instant concluantes. En appliquant une différence de potentiel de 250 mV, il n’a
pas été possible de la déplier. Nous devons réaliser de nouvelles expériences en
augmentant la force électrique a I'aide d'un systeme de micropipette, pour laquelle une
vésicule est posée a I'entrée. De plus, de nouvelles expériences sont prévues avec MalE
219 qui est plus instable, pouvant favoriser ainsi le dépliement dans ces conditions.
Cette méme étude peut étre complétée par une étude du dépliement avec des pinces
optiques ou magnétiques, qui permettront d’accéder a des informations sur la mesure
directe de la force nécessaire pour obtenir le dépliement mécanique de la protéine a
travers le pore. Ce projet est réalisé en collaboration avec Ulrich Keyser de 'université
de Cambridge dans le cadre de mon projet européen. Jusqu’'a maintenant, personne n’a
encore prouvé directement la translocation de protéines a travers un nanopore dont le
diametre ne permet pas le passage de la protéine native. Il y a deux méthodes élégantes
en cours d’étude dans le laboratoire pour confirmer le passage de protéines a travers un
pore. La premiere est quantitative, en utilisant la chimere et en réalisant une PCR sur le
simple brin d’ADN pour quantifier le nombre de molécules transloquées. La deuxieme

est qualitative, en utilisant une protéine séléno-marquée et en réalisant une étude par
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microscopie électronique de la composition atomique du compartiment trans. La preuve
directe de la translocation nous permettrait par exemple de confirmer que le régime
électrophorétique est bien celui associé au transport de la protéine dans un nanopore

artificiel.
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Transport de protéines natives, partiellement et complétement dépliées a travers des
nanopores protéiques et artificiels

Résumé

Nous étudions le transport de protéines natives, partiellement ou completement dépliées a
travers des nanopores protéiques ou solides a 'échelle de la molécule unique en utilisant une
détection électrique. Le systeme modéle que nous avons choisi est la protéine MalE sauvage ou
mutante, en particulier la protéine MalE 219 qui se déplie a de plus faibles concentrations
d’agent dénaturant que la protéine sauvage. Nous montrons que la translocation de protéines
partiellement dépliées a travers un canal protéique, ’hémolysine du staphylocoque doré,
dépend des conformations individuelles que nous pouvons distinguer. Les molécules dépliées
passent rapidement dans les nanopores. Nous mesurons directement leur fraction en fonction
de la concentration en agent dénaturant. La technique est tres sensible aux mutations affectant
le repliement. Nous avons également étudié le transport de protéines a travers des nanopores
solides dans différents cas. Nous comparons d’abord le transport de protéines natives et de
protéines complétement dépliées a travers un nanopore de grand diametre puis nous étudions
la translocation de protéines dépliées a travers un nanopore étroit de diametre inférieur a la
taille de la protéine. Nous observons différents régimes de translocation quand nous varions le
champ électrique appliqué que nous interprétons a I'aide d’'un modele théorique simple.

Mots-clés : protéines, nanopores, translocation, dépliement, molécule unique

Transport of native, partially and completely unfolded proteins through protein and
solid-state nanopores

Abstract

We study the transport of native, partially or completely unfolded proteins through protein or
solid-state nanopores at the single molecule level using an electrical detection. The model
system that we use is the wild-type MalE or mutant protein, in particular MalE219, which
unfolds at lower concentration of denaturing agent than the wild type. We show that the
translocation of partially unfolded proteins through the Hemolysin protein channel, a toxin from
Staphylococcus aureus , depends on of individual conformations that we can distinguish. The
unfolded proteins pass rapidly through the nanopores. We directly measure their proportion as
a function of the concentration of denaturing agent. The technique is very sensitive to the
mutations affecting the folding properties. We also study the transport of proteins through solid-
state nanopores in different situations. We first compare the transport of native and fully
unfolded proteins through a nanopore of large diameter. We then study the tranlocation of
unfolded proteins through a narrow pore, whose diameter is smaller than the protein size. We
observe different regimes of translocation by varying the applied electric field, which we
interpret using a simple theoretical model.

Key-words : proteins, nanopores, translocation, unfolding, single molecule



