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Quelgues éléments

C
des nanopores

biologiques

e physigue autour

Bastien Molcrette, Léa Chazot-Franguiadakis, Thomas Auger et Fabien Montel (fabien.montel@ens-lyon.fr)

Laboratoire de Physique (UMR 5672 CNRS, ENS de Lyon, Université de Lyon)
Ecole normale supérieure de Lyon, 46 Allée d'ltalie, 69364 Lyon Cedex 07

Les nanopores biologiques sont d'étonnantes machines moléculaires.

lls remplissent une grande variété de fonctions, allant du tri des biomolécules a la transmission
des signaux dans nos neurones et au repliement des protéines nouvellement produites.

Le membre le plus surprenant de ce club est le pore nucléaire. Il régule le flux de molécules
entre le noyau et I'intérieur de la cellule. Ses performances, mesurées par son efficacité
énergétique, sa directionnalité ou sa sélectivité, n'ont pas d'équivalent dans les systéemes
artificiels. Nous verrons que la compréhension de son fonctionnement permet d’appréhender

des phénomeénes physiques nouveaux et d’'imaginer des systéemes de filtration sélectifs,

ainsi que des pompes moléculaires.
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Topographie de I'enveloppe

d’'un noyau cellulaire.

La microscopie a force
atomique permet d'observer
l'organisation et la structure
des pores nucléaires, avec une

résolution de l'ordre du nanometre.

€S nhanopores

biologiques :
bienvenue au nano-zoo !

On peut voir une cellule animale
comme un assemblage de quelques
dizaines de microns, composé de
multiples compartiments délimités par
une membrane et dont les fonctions

sont tres variées. L'un, la mitochondrie,
permet de produire I'ATP, le carburant
de la cellule ; alors que dautres (le
reticulum endoplasmique, 'appareil de
Golgi) trient et envoient les protéines
produites vers leur destination finale.

Le plus connu de ces compartiments
est le noyau cellulaire. Il protége notre
patrimoine génétique, présent sous la

forme d'ADN. Il régule également son

expression, c'est-a-dire la production
de copies locales (sous la forme dARN
messager), qui seront ensuite envoyées
hors du noyau pour diriger la syntheése
de nouvelles protéines, ces briques a

la base de nos cellules.

Taille de la zone concernée : 2 um.
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Pour communiquer entre eux et se
coordonner, ces compartiments
doivent pouvoir opérer un transfert
de molécules. Selon les cas, il se pro-
duit par 'échange de « petits sacs »
(en latin, "vésiculae") qui contiennent
et transportent les molécules; ou, plus
directement, par le passage a travers
des nanopores biologiques. On peut
voir ces derniers comme des ouvertures
nanomeétriques dans les membranes
de nos cellules ou de I'un de leurs
compartiments.

Si l'on regroupait les pores biolo-
giques au sein dun nano-zoo, on
pourrait observer que leur taille, les
molécules échangées, mais aussi leurs
fonctions sont dune variété excep-
tionnelle, comme le montrent les trois
types représentés sur la figure 1. Les
plus petits, nommeés canaux ioniques
(fig. 1A), font moins d'un nanometre
de diameétre et sont capables de
choisir et de transporter un unique
type dion a partir dun mélange
complexe. IIs sont impliqués, entre
autres, dans la polarisation de la
membrane de nos neurones et per-
mettent ainsi de transmettre un signal
électrique a travers notre corps. Les
transporteurs (fig. 1B), quant a eux,
peuvent étre vus comme de véritables
pompes qui transportent activement
(en consommant de I'ATP) certains
types de petites molécules (des sucres
notamment) pour construire des
gradients chimiques. C'est le cas des
pores qui importent et concentrent
le glucose au sein de nos cellules.
D'autres pores comme le pore nucléaire
(fig. 1C), qui transporte de longues
macromolécules comme I'ARN ou
I'ADN (voir plus bas), et le translocon,
qui permet l'export de protéines qui
viennent d'étre synthétisées, sont
bien plus grands et complexes.
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1. Structures de quelques pores biologiques. Les pores biologiques ont des tailles variables, adaptées
aux différentes fonctions qu'ils opérent. Alors que les canaux ioniques (A) peuvent étre vus comme
des filtres passifs, les transporteurs (B) consomment de I'énergie chimique (hydrolyse de I'ATP) pour
construire des gradients de concentration. D’autres sont des portes logiques capables de s’ouvrir ou
de se fermer en fonction de la tension mécanique dans la membrane ou de la différence de potentiel.
Certains pores biologiques sont quant a eux capables de confiner de longues macromolécules pour les
transporter d'un compartiment a l'autre : c'est le cas du pore nucléaire (C) pour les acides nucléiques, et
du translocon pour les protéines. Les limites de la membrane sont indiquées en pointillés gris.

La translocation

de macromolécules,

ou comment faire rentrer
une pelote de laine dans
le chas d'une aiguille

C'est le probléeme auquel répondent
achaque instant le pore nucléaire et
le translocon. Bon nombre des bio-
molécules transportées a travers ces
pores sont en effet plus larges que
I'ouverture du pore ! La déformation
des objets lors de la translocation
conduit a la présence dune barriére
en enthalpie libre AG*, que les fluctua-
tions thermiques ne suffisent pas a
dépasser : AG* > kgT. Cette barriére est
dominée par la déformation élastique
sil'objet est rigide (virus, ribosome) ; elle
peut également étre d'origine entro-
pique pour les molécules longues et
flexibles que sont les macromolécules

(ADN, ARN, protéines). A l'intérieur de
nos cellules, cette barriére est com-
pensée par un gradient de potentiel
chimique pour la molécule transportée.
Dans le cas du translocon, ce gradient
est créé par la présence en aval de
molécules ayant une forte affinité
pour cette derniére. Ces molécules,
appelées « agents de cliquet »®,
biaisent le mouvement diffusif et
limitent les retours en arriére de la
macromolécule. De maniere effective,
cette association irréversible en aval
du pore joue le réle dune force [1]
dont la valeur est kygT/d, out kyT est
I'énergie associée aux fluctuations
thermiques et § la distance entre deux
sites daccroche de I'agent de cliquet sur
la macromolécule (fig. 2A). Cette force
est de l'ordre de quelques piconewtons
(PN), ce qui est comparable aux forces
exercées par les moteurs moléculaires
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2. Transport directionnel de macromolécules dans les nanopores biologiques.

(a) Le translocon. Ce pore d’environ 1 nm de diamétre, présent dans la membrane du réticulum endoplasmique, permet I'exportation de protéines qui
viennent d'étre synthétisées. Pour surmonter la barriére d'énergie qui correspond au passage du pore, ce dernier utilise la fixation en aval de la
membrane de la macromolécule sur une protéine (Bip-alpha), qui biaise les fluctuations diffusives et induit un transport directionnel.

(b) Le pore nucléaire, dont le diamétre est de 60 nm chez I'humain, est quant a lui présent a l'interface du noyau et du cytoplasme de la cellule. Il régule
le transport de nombreuses espéces biologiques. Le mécanisme de transport est ici basé sur la présence d’un transporteur (« importine »), qui
sélectionne par affinité les molécules a transporter et leur permet de traverser le réseau présent au sein du pore nucléaire.

(c) Dans notre approche mimétique, nous avons construit un systéme simple qui permet de reproduire le gradient de potentiel chimique ressenti par
la molécule transportée. Pour ce faire, nous avons placé en aval du nanopore de 50 nm de diamétre des molécules, les « agents de cliquet », qui sont
trop volumineuses pour diffuser a travers le pore et qui ont une forte affinité pour la molécule a transporter. La présence des agents de cliquet a la
sortie du pore induit une sélection des fluctuations thermiques et conduit a un transport directionnel.
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qui permettent a nos muscles d'exercer
des contraintes mécaniques. Elles sont
en tout cas suffisantes pour induire un
transport directionnel a travers ce
type de pore biologique, par sélection
des fluctuations thermiques allant
dans la direction du transport.

Le pore nucléaire

Un plat de spaghettis aux boulettes
de viande : c'est Iimage la plus simple
pour décrire la structure du pore
nucléaire. Cette structure complexe
est de bien plus grande dimension
que les autres pores biologiques [2, 3].
Lintérieur de son canal central est
encombré dun réseau de polymeres
hydrophobes (les spaghettis ou FG-nups)
en perpétuelle réorganisation a cause
des fluctuations thermiques (fig. 2B).
On pourrait décrire ce réseau comme
un gel tres dynamique qui permet de
sélectionner la molécule a transporter,
que l'on appellera ici la « charge » (ou
« cargo », disque bleu sur la figure 2B),
selon sa capacité a selier au réseau et a
diffuser dans cette phase hydrophobe.
Cette organisation permet un transport
sélectif et bidirectionnel. A chaque
instant, on évalue a plus de 300 le
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nombre de biomolécules simultané-
ment en cours de transport a travers
cette structure. Dans le cas du pore
nucléaire, la directionnalité est induite
par la présence dune autre molécule
appelée Importine ou Exportine selon
le sens du transport. Cette protéine
reconnait spécifiquement la molécule
a transporter a travers un motif pepti-
dique qui lui permet de se lier a elle
(fig. 2B). Du fait de son hydrophobicité,
le complexe formé par l'Importine
(ellipse rouge sur la figure 2B) et la
charge peut alors diffuser au sein du
pore. De l'autre c6té, un compétiteur
(forme orange sur la figure 2B) sépare
ce complexe de maniére irréversible et
induit un mouvement directionnel
pour la charge [4].

Lapproche mimétique :
reconstruire pour décrypter

On peut ainsi voir également le pore
nucléaire comme une autoroute
bidirectionnelle et sélective. Une
approche utile pour mieux com-
prendre ce type d'objet complexe est
l'approche mimétique. On part dune
structure la plus simple possible, ici
une membrane artificielle comportant

des pores nanométriques, et on ajoute
les briques élémentaires pour repro-
duire le plus simplement possible
les propriétés de sélectivité ou de
directionnalité.

Pour mimer la sélectivité du réseau
a lintérieur du pore nucléaire, il a été
montré que l'on pouvait greffer des
polymeéres, biologiques ou non, tant
que ceux-ci présentent des zones
hydrophobes [5]. Ces résultats donnent
lieu depuis quelques années a la pro-
duction de membranes artificielles,
dont les propriétés de sélection sont
bien plus élevées que les filtres utilisés
quotidiennement dans l'agroalimen-
taire ou la pharmaceutique.

Pour mimer la directionnalité (fig. 2C),
c'est-a-dire reproduire le fait que le pore
sélectionne le sens du transport des
biomolécules, nous avons choisi duti-
liser une configuration trées simple [6].
Le gradient de potentiel chimique de
part et dautre de la membrane est créé
par une différence de concentration
dun agent de cliquet qui posséde une
trés forte affinité pour 'ADN (énergie
libre de dissociation : AF = 15 kgT),
mais qui est trop volumineux pour
traverser le pore par diffusion.
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3. Le guide d'onde a mode nul pour nanopore. Pour mesurer le flux de molécules a travers une membrane
nanoporeuse, on peut utiliser une méthode de champ proche optique appelée « guide d'onde a mode nul ».
Dans cette technique, une fine couche d'or est déposée sur la face aval de la membrane nanoporeuse.
Si I'on éclaire la membrane avec un laser (en vert sur la figure), cette couche d'or joue le réle d’'un miroir
et une molécule fluorescente placée en amont du pore n'est pas éclairée. De la méme maniére, une
molécule en aval du pore est détruite (photo-blanchiment) par I'intensité du laser. En revanche, la couche
de métal induit un renforcement du champ électromagnétique, et donc de la fluorescence en sortie du
pore, ce qui conduit a la visualisation des molécules qui sortent du pore.

ééLe pore nucléaire

peut étre vu comme
un filtre sélectif qui
utilise un intermédiaire

en solution,

le transporteur,
pour sélectionner
les molécules

en amont et leur

permettre de traverser

la membrane.”

Guide d'onde a mode nul
pour nanopore

Pour suivre le transport de molécules
individuelles lors de leur translocation
a travers le pore nucléaire, nous avons
utilisé une méthode basée sur le champ
proche optique [7, 8]. En effet, si I'on
éclaire une membrane nanoporeuse
sur laquelle on a évaporé une couche
nanomeétrique dor, on peut observer
un renforcement du champ électro-
magnétique dans la proximité immé-
diate du pore et au niveau de cette
meétallisation (fig. 3). Cela permet de
définir un volume sonde d'une dizaine
de nanometres de diamétre, dans
lequel une molécule fluorescente est
visible. En pratique, cela nous a per-
mis d'observer la translocation de bio-
molécules fluorescentes, puisque ces
derniéeres ne sont visibles que lors du
passage a travers la membrane.

Avancées de la recherche

Le confinement
hydrodynamique

et la translocation
d’'une macromolécule

La macromolécule la plus simple a
utiliser pour les expériences de
translocation est la molécule dADN.
Formée de deux brins complémen-
taires, flexible et fortement chargée
négativement, elle peut étre produite
en grande quantité et reste trés stable
dans le temps.

Dans le cas trés simple dun nanopore
synthétique, la barriére énergétique
correspondant a la translocation dune
macromolécule est dominée par
I'énergie du confinement, c'est-a-dire
la diminution de I'entropie des mono-
meres lorsquon réduit le volume qui
leur est accessible. Pour un polymere
comportant N monomeéres, la pénalité
énergétiqueestdel'ordredekgT (Rg/D)l/",
ol R, est le rayon (techniquement
appelé « rayon de giration ») du poly-
mere sans confinement, D est le dia-
meétre du pore et v est I'exposant de
Flory défini par Rg=a NY (ot a est la
taille dun monomere).

Pour un nanopore de 50 nm et un
ADN issu dun virus infectant les
bactéries (phage lambda) dont le
rayon de giration est de 1 pm, cela
représente une barriere d'énergie AF
de l'ordre de 400 kgT. La fréquence de
passage en présence de cette barriére
est alors pénalisée dun facteur
exp(- AF/kyT) = 107174 1 Pour accélérer
ce phénomene diffusif il est donc
nécessaire dutiliser un forcage. Dans
notre cas, nous avons choisi d'utiliser
un forcage hydrodynamique. Le flux
de solvant pousse les monomeres et
déforme la macromolécule jusqua
l'entrainer dans le nanopore. A partir
dun flux critique J. = kgT/n, otin est la
viscosité du milieu, n'importe quelle
macromolécule est entrainée dans le
nanopore, cela quels que soit son
diameétre ou son épaisseur [7, 9].

En utilisant le flux J du forcage
comme un parametre de controle, on
peut ainsi passer dun régime ot le
transport de macromolécules est tres
faible (car limité par la barriere éner-
gétique) a un transport contr6lé uni-
quement par le flux. En mesurant la
fréquence de passage des macro-
molécules a travers les nanopores en
fonction de ce parametre de controdle,

on obtient une courbe générique
>>>
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pratiquement nulle jusquau flux
critique J.. En pratique, notre para-
metre de controle est la différence de
pression hydrostatique P entre les
deux cotés de la membrane, que l'on
peut facilement associer a un flux
donné (relation d'Hagen-Poiseuille),
et P, est la pression critique associée
au flux critique J.. Au-dela du seuil,
l'allure de la courbe rejoint ensuite
progressivement une droite corres-
pondant a un transport sans barriére
énergétique (fig. 4a).

Structures secondaires
et translocation

La plupart des acides nucléiques qui
franchissent le pore nucléaire res-
semblent a des arbres de Noél rigides
et composés de nombreuses branches.
On parle dADN ou ARN simple brin
comportant des structures secondaires
(figure 4a, droite). Dans une infection
virale, il s'agit plutét de longues
molécules flexibles telles que I'ADN
double brin (fig. 4a, gauche).

Pour faire passer ces structures peu
flexibles et ramifiées a travers le pore,
une étape d'ouverture des deux brins
est nécessaire. Cette étape limite la
fréquence de passage des macro-
molécules, indépendamment du flux
de solvant injecté dans le pore. Pour
prendre en compte cette limitation,
on peut alors étendre le modéle de
« succion » précédent en écrivant la
durée du transport de ces molécules
comme la somme du temps lié au
confinement et de celui lié a I'ouver-
ture. La fréquence de passage, en
fonction du flux imposé, présente
maintenant un plateau de fréquence
a haut forcage. La valeur du plateau
permet de remonter a la fréquence
d'ouverture de la molécule transportée
etdoncasadynamiqueinterne (modeéle
d'ouverture sur la fig. 4a).

Transport directionnel :
le cliquet de translocation

Pour induire un transport direc-
tionnel [6], on peut introduire dans la
chambre aval une molécule, ici un ion
positif polyatomique (polycation)
ayant une forte affinité pour I'ADN
par interaction électrostatique (fig. 4b).
Ce polycation, dont le rayon est trop
important pour lui permettre de
diffuser en amont du nanopore, joue
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le méme role que l'agent de cliquet
dans les systémes biologiques.

En présence de cet agent placé en
aval, le flux critique, dominé par la
barriére énergétique d'entrée, n'est pas
modifié. En revanche, la fréquence f
de passage de I'ADN est augmentée
proportionnellement a la concentra-
tion d'agent de cliquet (fig. 4b). On peut
alors définir le rendement Y de 'agent
de cliquet par f « Y (p,/p) o p_ et p,
sont respectivement les densités de
charge issues de I'ADN et du cliquet
(fig. 4b). Ces quantités p_ et p, sont
proportionnelles aux concentrations
d'ADN et de cliquet.

De maniére surprenante, on constate
expérimentalement que le rendement
Y ne dépend pas du type de molécule
utilisée pour l'agent de cliquet, ni de
son affinité pour 'ADN, ni de la taille du
pore considéré! Pour le comprendre, il
faut considérer les différents méca-
nismes qui permettent a I'ADN de
transiter a travers le pore avec ou sans
agent de cliquet. En absence d'agent,
le temps de traversée tn, (iquer AU
nanopore est dominé par la diffusion
de I'ADN sur la longueur du pore:
tho _cliquet = taiff = L%/D = 1> NnLp/KgT,
oll L est 'épaisseur de la membrane,
D le coefficient de diffusion du poly-
meére dans le nanopore, L, 1a longueur
de persistance du polymeére qui mesure
sa flexibilité, n la viscosité du milieu
et kpT I'énergie du bain thermique. En
revanche, si la présence du cliquet
perturbe la dynamique a I'équilibre du
polymeére en créant une tension interne,
on peut considérer que le temps de
traversée du nanopore tjguer €St
dominé par la propagation de cette
tension sous la forme

teliquet = trens = N2’ N'"V/kgT,
ol v est I'exposant de Flory qui carac-
térise l'interaction du polymeére avec
le solvant, avec dans ce cas v ~ 3/5. On
peut montrer que le rendement du
cliquet est donné par le rapport de ces
deux temps, ce qui donne
Y = tho_dcliquet/teliquet = (L/ a)’N",

en tenant compte de ce que L, = a.
Cette explication, basée sur la compé-
tition entre diffusion dans le pore et
propagation de la tension, permet
d'expliquer presque toutes les données
obtenues [6].

Attention, pour de plus petites
molécules on observe un changement
de comportement trés marqué. En
dessous de 3000 paires de bases, le

cliquet devient inefficace. Lhypothése
actuelle est que cet effet serait lié a la
capacité de 'ADN a former des boucles
en sortie du pore, ce qui renforcerait
l'effet du cliquet. A vérifier!

Adaptation :
I'effet co-non solvant

Le pore nucléaire peut étre vu comme
un filtre sélectif qui utilise un inter-
médiaire en solution, le transporteur,
pour sélectionner les molécules en
amont et leur permettre de traverser la
membrane. Le role de ce transporteur
est crucial dans la capacité dun tel
systéme a maintenir un flux important,
tout en restant sélectif. En particulier,
il a été montré que la présence du
transporteur au sein du pore tendait a
rendre ce dernier plus ouvert.

Pour expliquer ce phénomeéne, on
peut réaliser une expérience analogue
plus simple, dans laquelle un nano-
pore artificiel est greffé a l'aide de
polymeéres artificiels qui miment le
réseau présent au sein du pore
nucléaire [10]. Le polymeére greffé pré-
sente une bonne affinité pour l'eau :
on dit quil est en bon solvant dans
l'eau. Il adopte par conséquent une
configuration étendue et remplit
l'intérieur du pore. Le polymere greffé
est également en bon solvant dans
I'éthanol. Pourtant, si I'on place ce
méme polymeére dans un mélange
eau-éthanol ou l'éthanol est trés
minoritaire, on observe que le polymeére
seffondre sur lui-méme : on dit alors
quil est en mauvais solvant. Cet effet,
nommeé « co-non solvant », est dit au
fait que le polymeére a plus d’affinité
pour I'éthanol présent en faible quan-
tité que pour l'eau. Il cherche donc a
rester en contact avec l'éthanol, et la
maniere optimale de le faire est de se
contracter sur lui-méme en ayant une
couche d’éthanol autour de lui.

De la méme maniere, une fois en
présence du transporteur, le réseau
présent au sein du pore nucléaire
tend a seffondrer sur lui-méme, ce
qui conduit & une ouverture du pore.
Comme on le voit, du fait des polymeres
flexibles présents au sein du pore
nucléaire, ce dernier peut sadapter
aux conditions extérieures. Cette
adaptabilité est aujourd’hui au ceceur
des recherches menées pour com-
prendre l'adaptabilité de nos cellules
a un changement denvironnement.
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4. Relation entre flux et fréquence de translocation.

(a) Si 'on mesure la relation entre la fréquence de passage normalisée f/f; et la pression normalisée P/P. pour une molécule d’ADN double brin
(en haut, a gauche) qui est flexible, on observe un seuil en pression P, qui est déterminé par le confinement entropique de la chaine polymére.
Au-dela du seuil, le transport est proportionnel a la pression appliquée (courbe bleue). En revanche, pour des structures rigides et branchées, comme
les molécules d’ADN simple brin (en bas a droite), une étape additionnelle d'ouverture limite la fréquence de passage. Elle conduit a un plateau de
fréquence a pression importante (courbe rouge). Les traits continus bleu et rouge représentent respectivement le modéle de succion et le modéle
d'ouverture de structures secondaires. f; est la fréquence de passage pour P = P.

(b) Si 'on mesure la relation entre la fréquence de passage f et la pression normalisée P/P, en présence d’agents de cliquet en aval de la membrane,
on observe une augmentation de la fréquence de passage proportionnelle a la concentration de I'agent de cliquet et liée a la rectification de la diffusion
par cet agent. Les densités p, et p. sont respectivement les densités de charges positives (issues de I'agent de cliquet) et de charges négatives
(issues de 'ADN).
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