
Etude d’un nouveau mécanisme de distribution de la phosphatidylsérine dans les cellules 
par biologie synthétique

[bookmark: _GoBack]La phosphatidylsérine (PS) est un lipide anionique qui est réparti de façon asymétrique au sein des cellules et est particulièrement enrichi dans la membrane plasmique. Une telle distribution est essentielle au bon fonctionnement cellulaire et est notamment critique pour la transduction du signal, les mécanismes d’apoptose et la coagulation sanguine. Cependant, la PS est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique (RE) ce qui signifie que sa distribution cellulaire particulière doit être activement maintenue par des protéines de transport spécialisées. Nous avons montré que, chez la levure, la protéine Osh6 assure le transfert de PS du RE vers la membrane plasmique dans des zones particulières où les deux membranes sont très proches et connectées. 
Récemment, nous avons découvert que la protéine Osh6 doit interagir avec la protéine de connexion membranaire Ist2 pour transporter efficacement de la PS. Ist2 est constituée d’un domaine transmembranaire qui réside dans la membrane du RE et d’un long segment cytosolique qui lui permet de connecter le RE à la membrane plasmique et qui intègre le site de liaison à Osh6. De manière intéressante, le domaine transmembranaire d’Ist2 pourrait posséder une activité scramblase, capable d’assurer la répartition rapide de la PS entre les deux feuillets du RE. Notre hypothèse est qu’il existe un couplage entre un processus de transfert de PS à travers la membrane du RE, assuré par Ist2, et un processus de transfert de PS entre le RE et la membrane plasmique, assuré par Osh6. Un tel couplage serait d’une importance fondamentale pour la distribution asymétrique de PS dans la cellule.

Le projet de stage est de caractériser in vitro le couplage fonctionnel entre Osh6 et Ist2. Il s’agira de reconstituer des sites de contact RE-membrane plasmique avec des membranes synthétiques et des protéines purifiées pour
(1) étudier la capacité d’Ist2 à connecter deux membranes mimant le RE et la membrane plasmique
(2) caractériser l’association entre Ist2 et Osh6,
(3) mesurer le transfert de PS par Osh6 associée à Ist2 dans des sites de contact artificiels
(4) mesurer l’activité scramblase d’Ist2 et son couplage avec l’activité de transfert de PS par Osh6.

L’étudiant(e) mettra en œuvre des stratégies expérimentales assimilables a de la biologie synthétique pour mener à bien son projet. Ce stage lui permettra de se perfectionner en biologie moléculaire, d’apprendre à produire et purifier des protéines, à maitriser diverses techniques de spectroscopie dont la fluorescence, de réaliser des expériences de biochimie (GST pull-down, sédimentation, flottation,), et de se familiariser avec la microscopie confocale.

Ce travail de recherche permettra de mettre à jour un nouveau mécanisme de distribution des lipides dans la cellule eucaryote.
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