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B Contexte et objectif

Le but d’'un précédent projet nommé FLANAMO était d’utiliser les nanotechnologies afin de mieux
comprendre la structure et le fonctionnement du nano-moteur du flagelle bactérien (BFNM), ceci
ouvrant la voie a l'assemblage artificiel de cette nano —machine biologique sur des surfaces de silicium.

Lobjectif du projet FLANAMOVE est de poursuivre et d’étendre cette approche en utilisant une nouvelle
voie couplant les nanobiotechnologies et la biologie synthétique.
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2 approches sont utilisées pour
étudier les interactions et
assembler le nanomoteur:

Vue schématique du BFNM d’apres H. Berg (a gauche) et les six protéines essentielles pour

le mécanisme du moteur (a droite).
Bacterial flagellar motor”, Howard.C.Berg, Current Biology Vol18 No16 R690.

Equipe de Vincent Noireaux

(Université du Minesotta)
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Vésicules

Vue schématique de I'approche d’expression acellulaire utilisée.
Un extrait cellulaire d’E.coli est mixé avec les plasmides codants pour les
protéines d’intérét entrainant I'expression de ces protéines (1,2,3). Cette
solution peut étre soit encapsulée dans des vésicules (4a, 5a), soit

incubée sur une bicouche lipidique (4b, 5b).

=> Intégration des six proteines essentielles du nanomoteur

- Les 3 Protéines Cytoplasmiques (FliG, FliN, FliM)

FIiIG-eGFP FIIN-eGFP FliIM-eGFP

- => Integration de protéines dans une bicouche lipidique supportée (etudes QCM-D et AFM)
=> Les protelnes sont

localisées a l'intérieur
des vésicules

=> Insertion de I'alpha-hémolysine, pore membranaire
=> Pas d’insertion de FliF, une protéine membranaire du nanomoteur.
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=> Co-Intégration des protéines essentielles du nanomoteur Dissipation (QCM-D), Supportee (SLB) 2 types de membranes

Une proteine cytoplasmique FliG et une protéine membranaire FliF envisagées
_ _ Membrane Lipidique ancrée :’:?
FliIF+FliG-eGFP
= FIiG est localisée au niveau de la membrane I & \
grace a la présence de FliF X

= Ceci confirme le bon repliement des protéines http://faculty.virginia.edu/tamm/pages/

project_support.html

=> [ntégration de protéines dans une bicouche lipidique ancrée Membrane suspendue
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Expression de protéines (FliF et controle négatif sans
protéines) durant 3 heures grace au systeme d’expression
acellulaire. Expression protéique suivie par Microbalance a
Quartz et Dissipation (QCM-D),

B Production scientifique

- ai-Hemolysin pore formation into a supported phospholipid bilayer using cell-free expression , J. Chalmeau, N. Monina, J. Shin, C. Vieu and V. Noireaux, Biochimica et
Biophysica Acta (2010)
- 3 articles en cours de rédaction.
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