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1 Introdu
tionCe mémoire rassemble les résultats des travaux de re
her
he que j'ai menés au 
ours desdix dernières années au laboratoire Kastler Brossel. Après avoir soutenu ma thèse à l'automne1996, j'ai 
ontinué à travailler sur la 
ondensation de Bose-Einstein des gaz d'atomes froidsdans l'équipe de Jean Dalibard, et 
e jusqu'en 1998. J'ai alors été re
ruté 
omme Maître deConféren
es à l'Université Pierre et Marie Curie. J'ai passé une année dans le groupe de SergeHaro
he, année 
onsa
rée à la mise en pla
e d'un piège magnéto-optique, sour
e d'atomes froidsdestinés à être 
ouplé au 
hamp évanes
ent d'une mi
rosphère. J'ai ensuite 
hoisi de 
hangerde thème de re
her
he, et j'ai suivi Maxime Dahan dans la 
réation d'une nouvelle équipe dere
her
he au sein du laboratoire.L'essentiel du travail dé
rit dans 
e mémoire a été mené au sein de 
ette équipe, nommée �Op-tique et Biologie�. Cette équipe a été o�
iellement 
réée à l'automne 2000, après que MaximeDahan a été re
ruté au CNRS au retour d'un stage post-do
toral aux Etats-Unis. Nos travauxs'arti
ulent autour de la déte
tion optique de molé
ules individuelles, notamment pour la biolo-gie. Nous utilisons dans 
e but des sondes �uores
entes aux propriétés optiques remarquables : lesnano
ristaux semi-
ondu
teurs. Maxime Dahan a rapporté des Etats-Unis les premiers nano
ris-taux, sur lesquels il avait travaillé, et nous nous sommes pen
hés sur leurs propriétés photophy-siques. Nous avons ensuite utilisés les nano
ristaux 
omme sondes �uores
entes pour la biologie.Maxime s'est parti
ulièrement intéressé à leur utilisation en milieu vivant et a montré, en 
ollabo-ration ave
 l'équipe d'Antoine Triller (ENS, département de Biologie), qu'ils permettent l'étudeà l'é
helle de la molé
ule individuelle de la dynamique de ré
epteurs membranaires neuronaux. Jeme suis 
on
entré pour ma part à une autre a
tivité de l'équipe : la visualisation des intera
tionsADN-protéines. Notre appro
he 
onsiste à étendre et à a

ro
her des molé
ules d'ADN à unesurfa
e en s'inspirant des te
hniques de peignage molé
ulaire développées par V. Croquette etD. Bensimon à l'ENS. Notre but est de visualiser dire
tement par mi
ros
opie de �uores
en
ele mouvement le long de la molé
ule d'ADN d'une protéine marquée à l'aide de nano
ristauxou de 
olorants organiques. La proximité entre la surfa
e et l'ADN nous permet de visualiser 
emouvement par mi
ros
opie en onde évanes
ente. Nous nous sommes 
on
entrés sur l'enzyme derestri
tion E
oRV au 
ours des dernières années, et en parti
ulier sur la �di�usion fa
ilitée� de
ette enzyme sur l'ADN étiré du ba
tériophage T7. Cette di�usion fa
ilitée, proposée par les bio-
himistes voilà une trentaine d'années, permet aux enzymes site-spé
i�ques de trouver leur 
iblesur l'ADN ave
 une e�
a
ité remarquable. Elle 
onsiste en une di�usion le long de l'ADN, dontle mé
anisme sous-ja
ent (glissement le long du grand sillon, sauts entre sites de l'ADN, ...) faitl'objet de débats nourris. Nous sommes parvenus à observer la di�usion d'E
oRV, marquée ave
des nano
ristaux, le long de l'ADN étiré. Nous avons enregistré plusieurs dizaines d'évènementsd'asso
iation-disso
iation de l'enzyme ave
 l'ADN, et nous avons déterminé les traje
toires dela protéine. Nous avons déduit de nos expérien
es la distribution des temps d'intera
tion de laprotéine ave
 l'ADN, le 
oe�
ient de di�usion de l'enzyme et la longueur explorée lors de l'inter-a
tion. Ces résultats ont été 
omparés à 
eux obtenus par les bio
himistes. Nous avons répété 
esexpérien
es ave
 des enzymes marquées ave
 un �uorophore plus petit, et, à partir d'argumentshydrodynamiques, nous avons montré que le glissement des protéines le long de la 
haîne d'ADNest le mé
anisme le plus probable qui sous-tend la di�usion fa
ilitée d'E
oRV. En�n, nous avonsobservé des sauts de l'enzyme le long de l'ADN sur des distan
es importantes. L'analyse de ladistribution de 
es sauts nous a permis de proposer une vision nouvelle de la di�usion fa
ilitée.Une di�usion unidimensionnelle de la protéine sur quelques 
entaines de paires de bases permetde soigneusement tester l'ADN, site à site, et une di�usion tridimensionnelle rapide le long de



1 INTRODUCTION 4l'ADN permet à l'enzyme d'explorer des zones de l'ADN distan
es de plusieurs 
entaines à plu-sieurs milliers de paires de bases. Notre appro
he expérimentale 
onstitue un �motility assay�pour les études des intera
tions ADN/protéines similaire à 
eux mis en pla
e pour l'étude desmoteurs molé
ulaires (kinésine, myosine,. . . ) se déplaçant le long de mi
rotubules ou de �lamentsd'a
tine. Dans 
ette optique, nous avons développé une méthode qui nous permet de marquerde manière spé
i�que les extrémités de l'ADN à l'aide de nano
ristaux. Il est alors possible dedéte
ter par �uores
en
e des molé
ules d'ADN individuelles sans les marquer ave
 un inter
alantou un ligand du sillon, marquages qui peuvent interférer ave
 l'a
tivité enzymatique.Ces travaux sont par nature pluridis
iplinaires, et ont été menés grâ
e à des 
ollaborationssans lesquelles il n'aurait pas été possible d'aboutir. Jean-François Allemand (laboratoire dePhysique Statistique, ENS) a guidé nos premiers pas dans le monde de la mi
romanipulationdes molé
ules d'ADN. Christophe Es
udé (Muséum National d'Histoire Naturelle, Paris) a étéun a
teur essentiel dans la modi�
ation de l'ADN et la déte
tion de ses extrémités à l'aide denano
ristaux. Il est également le biologiste ave
 lequel des dis
ussions fréquentes permettentd'avan
er sans s'égarer. Wolfgang Wende (Université de Giessen, Allemagne) nous a fourni lesprotéines modi�ées sans lesquelles les résultats 
on
ernant la dynamique d'E
oRV le long del'ADN n'auraient été obtenus. En�n, nous avons ré
emment mis en pla
e une 
ollaboration ave
des théori
iens (LPTMC, UPMC) a�n de proposer des modèles de di�usion fa
ilitée qui rendent
ompte de nos résultats expérimentaux.Ce manus
rit est organisé est trois parties. Dans la première partie, je présente le travailmené sur la photophysique de nano
ristaux individuels. Dans la deuxième partie, j'expose lestravaux 
onsa
rés à l'ADN : notre méthode d'a

ro
hage aux surfa
es, ainsi que les travauxmenés en 
ollaboration ave
 Christophe Es
udé sur le marquage des extrémités de l'ADN à l'aidede nano
ristaux et la déte
tion de séquen
e 
ourte de l'ADN. La troisième partie est 
onsa
réeaux résultats obtenus sur la dynamique de l'enzyme de restri
tion E
oRV en intera
tion ave
de l'ADN étiré. Cette partie reprend les résultats obtenus par Aurélien Crut lors de sa thèse dedo
torat, soutenue à l'automne 2005, et ébau
he 
eux que présentera Isabelle Bonnet, qui devraitsoutenir sa thèse en 2007. Pour 
ha
une des parties, je me suis e�or
é de résumer les résultatsobtenus et d'indiquer des questions ouvertes. Une 
on
lusion, plus prospe
tive, expose les projetsen 
ours. Une liste 
omplète des produ
tions et a
tivités s
ienti�ques est également jointe.



2 Etude photophysique de nano
ristaux individuels2.1 Présentation, 
ontexteLes nano
ristaux semi-
ondu
teurs : une nouvelle 
lasse d'émetteurs �uores
entsLes nano
ristaux semi-
ondu
teurs (NCs) sont une illustration des progrès spe
ta
ulaires réa-lisés dans la synthèse de nanomatériaux. Au 
ours des années 1990, plusieurs laboratoires ontmis au point des te
hniques de synthèse 
olloïdale de nanoparti
ules permettant d'obtenir desé
hantillons de grande qualité, tant par leurs propriétés optiques que par leur monodispersitéen taille [1, 2, 3, 4℄. Ces objets 
omposés de quelques 
entaines à quelques dizaines de milliersd'atomes représentent l'équivalent en solution des boîtes quantiques auto-organisées réalisées enépitaxie par jet molé
ulaire et étudiées par les physi
iens du solide depuis la �n des années 80 [5℄.Grâ
e à un 
ont�le pré
is de leur taille à l'é
helle nanométrique, les boîtes quantiques 
olloïdalespermettent d'explorer la modi�
ation des propriétés physiques (optiques, éle
triques, stru
tu-rales,. . . ) lorsque l'on passe progressivement de l'é
helle atomique à 
elle du matériau massif[6℄.Le 
hangement des propriétés d'émission des NCs en fon
tion de leur taille est 
ertainementl'une des manifestations les plus spe
ta
ulaires des e�ets quantiques à l'é
helle nanomètrique dans
es systèmes. A 
ause du 
on�nement quantique des paires éle
tron-trou dans la stru
ture, lalongueur d'onde d'émission 
orrespondant à leur re
ombinaison radiative se dé
ale vers les bassesénergies lorsque la taille du nano
ristal augmente. Dans le 
as du séléniure de 
admium CdSe,très fréquemment utilisé, le pi
 d'émission passe 
ontinument du bleu (480 nm) au rouge (650nm), lorsque le diamètre de la parti
ule 
roît de 2 à 10 nm. A�n d'augmenter leur rendementquantique, les NCs sont le plus souvent re
ouverts de quelques 
ou
hes atomiques d'un semi-
ondu
teur de plus grand gap. En servant de barrière de potentiel, 
ette 
oquille empê
he lesporteurs de 
harge d'être piégés à la surfa
e. Elle réduit ainsi les pro
essus de re
ombinaisonnon radiative et permet d'obtenir des é
hantillons dont le rendement de �uores
en
e dépasse 50%. Pour les nanoparti
ules de CdSe dont l'énergie de re
ombinaison varie entre 1.9 et 2.6 eVsuivant la taille, le matériau prote
teur le plus souvent utilisé est le sulfure de zin
 ZnS dontle gap dans le massif est 3.8 eV. Les résultats présentés dans 
e manus
ript ont été obtenusave
 des é
hantillons de nano
ristaux 
÷ur-
oquille de CdSe/ZnS. L'ensemble des te
hniques desynthèse permet maintenant de préparer des 
hromophores inorganiques brillants, de longueurd'onde ajustable, sus
eptibles d'être modi�és 
himiquement et pouvant être in
orporés dans desenvironnements variés.
A B

Fig. 1 � A) Stru
ture d'un nano
ristal de CdSe visualisé en mi
ros
opie éle
tronique à trans-mission (
li
hé A. Kadavani
h, laboratoire de P. Alivisatos, UC Berkeley), B) E
hantillons denano
ristaux de CdSe/ZnS de taille 
roissante.



2 PHOTOPHYSIQUE DE NANOCRISTAUX INDIVIDUELS 6De manière fortuite, le développement des méthodes de synthèse de nanoparti
ules semi
on-du
tri
es a 
oïn
idé ave
 l'avénement d'un autre domaine de re
her
he : la déte
tion optique demolé
ules individuelles. Initié par les travaux de W.E. Moerner et M. Orrit à la �n des années 80[7, 8℄, 
e 
hamp de re
her
he a 
onnu depuis un essor 
onsidérable. Les expérien
es, qui portaientinitialement sur la spe
tros
opie de molé
ules à basse température, ont évolué progressivementvers des mesures à température ambiante puis des appli
ations à l'étude de systèmes biologiques[9, 10℄. L'un des attraits des expérien
es de molé
ules individuelles est de pouvoir sonder despropriétés qui sont habituellement moyennées dans les mesures d'ensemble. Les variations desgrandeurs physiques, qu'elles résultent d'inhomogénéités au sein de l'é
hantillon ou de �u
tua-tions dynamiques sto
hastiques, deviennent alors a

essibles.Les NCs, en tant que nouvelle 
lasse d'émetteurs �uores
ents, sont naturellement devenusobjet d'étude en molé
ule individuelle, notamment dans le laboratoire de M. Bawendi au MIT[11℄. Réalisée à l'é
helle d'une seule nanoparti
ule, la spe
tros
opie optique des nano
ristaux arévélé des phénomènes insoupçonnés tels que l'intermitten
e de �uores
en
e [12℄ ou la di�usionspe
trale [13℄ et a mis en avant le r�le de l'environnement du nano
ristal sur les modi�
ationsde ses propriétés de �uores
en
e. De manière générale, 
es expérien
es ont renfor
é l'image desNCs 
omme des quasi-atomes tout en soulignant les intera
tions dynamiques auxquelles ils sontsoumis.Initialement, la synthèse et l'étude des propriétés optiques des NCs étaient en partie motivéespar leur utilisation à la pla
e des molé
ules organiques dans des dispositifs optiques ou optoé-letroniques. Dans 
e but, la possibilité de les manipuler dans des solvants et de les in
orporerdans de multiples environnements (polymères, gel,. . . ) est un avantage par rapport aux boîtesépitaxiées qui sont préparées dans une matri
e solide. Au nombre des dispositifs ré
ents, on peutainsi 
iter la réalisation de diodes éle
trolumines
entes [14, 15℄, de 
apteurs solaires [16℄, l'obser-vation de l'émission laser à température ambiante et 
ryogénique [17, 18℄ ou l'in
orporation deNCs dans des 
ristaux photoniques [19℄.Des sondes pour la biologieEn 1998, les équipes de P. Alivisatos (UC Berkeley) et S. Nie (Indiana University) ont faitémerger un 
hamp nouveau d'appli
ations en démontrant qu'en plus de leur intérêt fondamental,les nano
ristaux semi-
ondu
teurs pouvaient être utilisés 
omme sondes pour la biologie [20,21℄. Leurs propriétés optiques, intermédiaires entre 
elles du 
ristal massif et 
elles d'atomesindividuels, en font des objets très favorables pour le marquage �uores
ent pour les raisonssuivantes :
• A la di�éren
e des �uorophores organiques, le spe
tre d'absorption des NCs est très largepermettant d'ex
iter optiquement la nanoparti
ule très au-dessus du gap et de �ltrer e�-
a
ement l'émission de l'ex
itation.
• Le spe
tre d'émission est au 
ontraire étroit et symétrique, sans les dé
alages vers le rougedus aux niveaux vibrationnels de molé
ules organiques.
• Leur se
tion e�
a
e d'absorption est très supérieure à 
elle des �uorophores organiques. Arendement quantique similaire, les NCs sont don
 des émetteurs parti
ulièrement brillants.
• La photostabilité des NCs est bien supérieure à 
elle des molé
ules organiques.L'ensemble de 
es 
ara
téristiques rend possible la déte
tion multi
ouleur ave
 une seulesour
e d'ex
itation et sans e�et de photoblan
himent, ouvrant des perspe
tives nouvelles pour
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Fig. 2 � Spe
tres d'émission (traits pleins) et d'absorption (traits pointillés) : A) de deux é
han-tillons de nano
ristaux de CdSe/ZnS : (i) de diamètre 2.2 nm et d'émission à 500 nm (en vert),(ii) de diamètre 5.0 nm et d'émission à 620 nm (en rouge), B) de deux 
olorants organiques.explorer les propriétés d'é
hantillons biologiques ave
 une grande sensibilité. Si quelques annéesont été né
essaires pour que les promesses annon
ées 
ommen
ent à se réaliser, les utilisationsdes NCs en biologie sont aujourd'hui en plein essor [22, 23, 24℄, que 
ela soit pour améliorerles performan
es de te
hniques pré-existantes ou pour développer des appli
ations entièrementnouvelles.En�n, des progrès spe
ta
ulaires ont été réalisés sur le 
ontr�le de la forme des nano-objets.Au 
ours des dernières années, on a vu tour à tour apparaitre des nanobatonnets semi
ondu
teurs[25℄, des tétrapodes [26℄, des nano�ls [27℄, des nanosphères 
reuses [28℄ ou des nanomatériauxhybrides or-semi
ondu
teur [29℄. L'intérêt pour la biologie a été suggéré dans 
ertains 
as, 
ommepar exemple pour les mesures d'orientation ave
 des nanobatonnets [30℄ ou la déte
tion éle
triquede virus ave
 des nano�ls [27℄. Dans bien d'autres 
as, la possibilité et l'utilité d'intégrer 
es nano-parti
ules dans des expérien
es impliquant des systèmes biologiques restent plus hypothétiques.Ces nano-objets sont pourtant un sujet de fas
ination qui laisse une grande part à l'imagination.Une photophysique ri
heAu 
ours des années 90, de multiples expérien
es ont démontré que l'étude de molé
ules�uores
entes à l'é
helle de l'objet unique révélait des pro
essus photophysiques nouveaux tels quedes �u
tuations spontanées d'intensité, de position spe
trale ou de durée de vie des émetteurs[7, 8℄. De par leur nature aléatoire, 
es �u
tuations sont rapidement moyennées dans des mesuresd'ensemble et restent ainsi 
a
hées dans des expérien
es 
onventionnelles. Tant d'un point de vuefondamental que du point de vue des appli
ations en biologie, il est essentiel de 
omprendre les
ara
téristiques des sondes �uores
entes utilisées a�n de distinguer ultérieurement les e�ets liésà leurs propriétés intrinsèques de 
eux liés aux molé
ules auxquelles on souhaite les atta
her.Pour 
es raisons, nous nous sommes intéressés à plusieurs propriétés de l'émission de NCssemi
ondu
teurs individuels et nous présentons i
i les résultats obtenus sur l'intermitten
e dela �uores
en
e et le dégroupement de photons de �uores
en
e. Ces expérien
es sont dé
rits plusen détail dans la thèse de X. Brokmann [31℄. Cette thèse expose de plus d'autres aspe
ts de laphotophysique des NCs, 
omme la mesure de l'orientation de nano
ristaux individuels et l'étuderésolue en temps des re
ombinaisons radiative et non radiative.
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Fig. 3 � a) Intermitten
e de la �uores
en
e d'un nano
ristal unique, b) densité de probabilité
Pon, 
) densité de probabilité Poff .2.2 Intermitten
e de la �uores
en
e et vols de LévyObservé individuellement, un nano
ristal est un objet �uores
ent intermittent [12℄ : l'intensitéémise alterne de manière aléatoire entre des phases d'allumage et d'extin
tion pour lesquelleson 
olle
te un très faible nombre de photons (�g. 3a). Cette intermitten
e (également appelée
lignotement) est un phénomène ré
urrent dans l'étude d'émetteurs �uores
ents et a été observéedans une large gamme de systèmes : protéines �uores
entes [32℄, �uorophores organiques [33℄,agrégats métalliques [34℄, polymères �uores
ents [35℄, nanotubes de 
arbone [36℄, nano
ristauxde CdTe [37℄, de InAs [38℄, de Si [39℄. . . A une é
helle mi
ros
opique, l'origine de l'intermitten
en'est pas entièrement élu
idée et dépend sans doute de la nature du système étudié. Avantd'en dis
uter brièvement les 
auses possibles dans le 
as des NCs, nous présentons l'appro
hedéveloppée en 
ollaboration ave
 J.-P. Bou
haud (CEA) pour dé
rire les propriétés statistiquesdu 
lignotement [46℄.Du fait de leur photostabilité, il est possible d'observer des nano
ristaux individuels pendantdes durées atteignant ou dépassant plusieurs dizaines de minutes. Les distributions Pon et Poff desdurées des phases d'allumage et d'extin
tion peuvent ainsi être mesurées pré
isément. Il s'avèreque 
es distributions 
orrespondent à des lois de puissan
e 1/t1+µ ave
 des exposants µ < 1(�g. 3b et 3
) [37, 40, 41℄. De telles lois, souvent appelées �statistiques de Lévy� ou lois �larges�,ont des propriétés parti
ulières telles que l'absen
e de valeur moyenne 〈t〉. Elles di�èrent ainsides lois �étroites� pour lesquelles 〈t〉 est dé�nie. Ces statistiques anormales ont été largementétudiées au LKB dans le groupe �Atomes Ultra-froids� par C. Cohen-Tannoudji pour dé
rire lespropriétés du refroidissement subre
ul [42℄. Au 
ours de sa thèse, Maxime Dahan a parti
ipé à
e travail [43℄ et a été ainsi sensibilisé aux 
ara
téristiques inhabituelles des pro
essus de Lévy,
e qui a sans doute a

éléré les études menées dans l'équipe.Dans le 
as des NCs, nous avons développé une des
ription purement statistique de la �uores-
en
e formellement semblable à 
elle de mar
hes aléatoires ou de phénomènes de persisten
e enphysique statistique [42, 45℄. Un nano
ristal est dé
rit 
omme un système à deux états, allumé(�on�) ou éteint (�o��), dont on 
her
he à analyser les �u
tuations temporelles. A partir de 
haquemesure de l'intensité d'un nano
ristal individuel, on déduit une séquen
e temporelle :

{τ (1)
on , τ

(1)
off , τ (2)

on , τ
(2)
off , ..., τ (n)

on , τ
(n)
off } (1)
orrespondant aux durées su

essives des périodes �on� et �o��. Les exposants µon et µoff des lois
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e que nous avons ainsi déterminées valent respe
tivement 0.58 (0.17) and 0.48 (0.15),en a

ord ave
 des mesures pré
édentes [37, 40, 41℄.Notre analyse porte sur les propriétés statistiques de 
es séquen
es et fait appel à la théoriestatistique du renouvellement. Cette théorie est fréquemment employée pour dé
rire par exempleles phénomènes de panne de 
omposants et dépend de la statistique temporelle des pro
essusétudiés [44℄. Initialement développée pour des lois étroites, elle a été ré
emment étendue au 
asdes lois larges [45℄ pour lequel les prédi
tions sont largement modi�ées.D'un point de vue expérimental, notons que nous avons disposé de traje
toires individuelles,enregistrées pour un grand nombre de nanoparti
ules, qui peuvent être ultérieurement moyennéespour �re
onstruire� les valeurs d'ensemble. Dans les mesures menées sur des NCs, il est ainsi pos-sible de tester dire
tement le lien, 
entral dans la notion d'ergodi
ité, entre moyenne temporelleet moyenne d'ensemble. Ce
i n'était pas possible dans les expérien
es de refroidissement laserpour lesquelles les mesures portaient simultanément sur un grand nombre d'atomes.Cara
téristique fondamentale des lois largesConsidèrons un é
hantillon {τi}1≤i≤n de n variables aléatoires indépendantes provenant d'unedistribution statistique f(τ). Si f est une loi étroite, la plus grande valeur de l'é
hantillon τmaxs'é
arte peu de la valeur moyenne 〈τ〉. Par exemple, pour la loi exponentielle ae−aτ (de moyenne
1/a), τmax est de l'ordre de log(n)/a. A 
ontrario, pour une loi de puissan
e tµ0/t1+µ (µ < 1),
τmax est de l'ordre de Θ(n) =

∑n
1 τi la somme de toutes les variables aléatoires. La somme Θ(n)peut être évaluée au moyen du théorème 
entrale limite généralisé qui stipule que la variableréduite Θ(n)/t0n

1/µ est distribuée suivant une loi de Lévy de paramètre µ [42℄. Ainsi, au lieu devarier 
omme n, Θ 
roît plus rapidement en n1/µ.Le fait que τmax soit 
omparable à Θ peut être observé expérimentalement en traçant Θ(n)en fon
tion de n. Ce
i fait apparaître une �gure désignée parfois par le terme d' �es
alier dudiable� (en anglais �devil's stair
ase�) : 
haque dé
ro
hement brusque 
orrespond à un évène-ment dont la durée est 
omparable à la durée totale (�g. 4a). Cette 
ara
téristique essentielledes lois larges permet d'appréhender qualitativement bon nombre de leurs propriétés. Puisquel'évènement dominant a une durée de l'ordre de la durée totale de l'expérien
e, 
ela signi�e que :
• les propriétés statistiques du pro
essus temporel vont évoluer au 
ours du temps et 
elamême si la loi génératri
e est stationnaire. Il apparait ainsi de manière impli
ite l'idée devieillissement statistique dans la dynamique du système.
• il n'existe pas d'é
helle de temps typique sur laquelle e�e
tuer une moyenne temporelle quel'on pourrait 
omparer à une moyenne d'ensemble. La question de l'ergodi
ité du systèmese pose don
 naturellement.Vieillissement statistiquePour illustrer le phénomène de vieillissement statistique, on 
onsidère s(t) la densité de pro-babilité qu'un NC bas
ule d'un état éteint à un état allumé après avoir passé le temps t dansun état éteint. Dans le 
as d'une loi étroite, s(t) est 
onstante et égale à 1/ < t >. Pour uneloi large, la situation 
hange radi
alement : s(t) dé
roit ave
 le temps 
omme tµoff−1 [42℄. End'autres termes, s(t) dépend du temps préalablement passé dans l'état noir. Nous avons testéexpérimentalement 
ette prédi
tion et trouvé un bon a

ord entre la dé
roissan
e expérimentaleen t−0.5 et la valeur attendue d'après notre détermination de µoff (�g. 4b).
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Fig. 4 � a) �Devil's stair
ase� ; b) Densité de probabilité s(t) pour qu'un NC bas
ule d'un état�on� a un état �o�� après avoir passé un temps t dans l'état éteint.
illumination

continue

dans le noir

Fig. 5 � a) Fra
tion Φ(t) de NCs dans l'état �on� à l'instant t. La 
ourbe en trait plein 
orrespondà une dé
roissan
e en 1/t0.13 ; b) Sous illumination 
ontinue, la �uores
en
e de l'é
hantillondiminue progressivement. Lorsque 
elui-
i est laissé dans le noir, la �uores
en
e (sondée pendant100 ms toutes les minutes) revient à son niveau initial.Evolution de l'intensité de �uores
en
e d'un ensemble de nano
ristauxL'e�et de vieillissement statistique a des 
onséquen
es importantes sur l'interprétation degrandeurs aussi élémentaires que l'intensité I(t) émise par un ensemble de nano
ristaux. Consi-dèrons par exemple la fra
tion Φ(t) de NCs dans l'état �on� à l'instant t. Si on fait l'hypothèseque tous les nano
ristaux émettent ave
 la même intensité, Φ(t) est simplement proportionnel à
I(t).Dans le 
as de lois étroites, le système est à l'équilibre à tout instant. Φ(t) ne dépend pas de
t et est égal à 〈τon〉 / (〈τon〉 + 〈τoff〉). Dans le 
as de lois larges, Φ(t) dépend des temps Θon(n) =
∑n

1 τ i
on et Θoff(n) =

∑n
1 τ i

off passés respe
tivement dans les états �on� et �o�� et don
 desvaleurs relatives des exposants µon et µoff . Ainsi, pour µon > µoff , le temps passé dans l'étatéteint augmente plus rapidement ave
 le nombre d'allumage n. Θoff va ainsi �nir par domineret l'intensité de �uores
en
e va dé
roître. On montre plus pré
isément que Φ(t) varie 
omme
t−(µon−µoff) [42℄.Nous avons testé expérimentalement 
ette prédi
tion et avons mesuré une dé
roissan
e en
t−0.13 en a

ord ave
 les mesures des exposants µon et µoff (�g ; 5a). Nous avons également ob-servé que 
ette dé
roissan
e est réversible : après une illumination 
ontinue pendant 10 minutes,si on éteint le laser et on laisse l'é
hantillon dans le noir pendant 10-15 minutes, on ré
upère leniveau initial de la �uores
en
e (�g ; 5b). Ce résultat important indique qu'un dé
roissan
e de
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Fig. 6 � a) Exemple pour 8 traje
toires de la variation temporelle de Ψi

on(t), la fra
tion passéedans l'état �on� entre 0 et t, b) E
art quadratique σr(t) de la distribution des Ψi
on(t) relatif à lavaleur moyenne (σr(t) est 
al
ulé à partir de 230 traje
toires). La 
ourbe en pointillés 
orrespondà la dé
roissan
e de σr(t) attendue lorsque l'intermitten
e est gouvernée par des lois étroites.la �uores
en
e n'a pas né
essairement 
omme origine un pro
essus irréversible tel que la pho-todestru
tion, mais peut avoir pour 
ause des �u
tuations temporelles entre deux états. Desobservations ré
entes suggèrent qu'un tel e�et puisse également jouer un r�le dans le photoblan-
hiement d'autres émetteurs �uores
ents (�uorophores, GFP,. . . ) [47, 48, 49℄.Non-ergodi
itéPour illustrer la di�éren
e entre moyenne temporelle et moyenne d'ensemble, nous avons 
om-paré la fra
tion Ψ(t) de NCs dans l'état allumé à l'instant t à Ψi

on(t), la fra
tion du temps passédans l'état dans l'état allumé entre 0 et t pour le ieme NC. On observe expérimentalement que lesvaleurs Ψi
on(t) ne 
onvergent pas vers Ψ(t) (�g ; 6a). Au 
ontraire, elles �u
tuent largement, ave
un é
art quadratique de l'ordre de l'unité (�g ; 6b). Moyenne temporelle et moyenne d'ensemblene 
oïn
ident don
 pas, fournissant une manifestation expli
ite de la non-ergo
ité du système.Origine de l'intermitten
eSi la nature des mé
anismes d'intermitten
e des NCs n'est pas en
ore entièrement élu
idée,plusieurs aspe
ts sont 
ependant bien établis. Plusieurs appro
hes ont permis de montrer que lepassage d'un état �on� à un état �o�� 
orrespond à une ionisation du nano
ristal [50, 51℄. Cetteionisation a lieu par transfert tunnel de l'éle
tron (ou du trou) vers un état piège a

epteur àla surfa
e de la parti
ule. Dans 
e mé
anisme, la distribution en loi de puissan
e des durées�on� provient de re
on�gurations dynamiques de l'environnement de la nanoparti
ule [31℄. Laneutralisation ultérieure du NC résulte de la réinje
tion, par e�et tunnel résonnant, d'un éle
tronpar un piège donneur ave
 un taux de 
ouplage k ∝ e−d/λ (λ est la longueur tunnel du porteurdans le piège). Si on fait l'hypothèse que la densité de probabilité de distan
e tunnel d varieexponentiellement e−d/δ, alors la durée des états �o�� est distribuée suivant une loi de puissan
e

1/τ1+µ ave
 µ = λ/δ.
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Fig. 7 � L'intermitten
e résulte de passages entre un état neutre (�on�) et un état ionisé (�o��).Pour autant que 
ette dis
ussion soit 
ompatible ave
 
ertaines observations expérimentales,de nombreux points restent à pré
iser. Il n'est notamment pas 
lair de savoir pourquoi les ex-posants mesurés sont presque toujours de l'ordre de 1/2, quelque soit l'é
hantillon utilisé oul'équipe ayant réalisé les expérien
es. On ne peut don
 ex
lure qu'un mé
anisme plus �univer-sel� sous-tende les 
ara
téristiques de l'intermitten
e de la �uores
en
e, indépendamment desdétails mi
ros
opiques du système. Une étude expérimentale plus approfondie né
essiterait desonder pré
isément l'environnement des nanoparti
ules a�n d'en 
orréler les propriétés ave
 la�uores
en
e mesurée mais 
e
i reste en pratique di�
ile à réaliser. Un autre point qui n'est pasdé
rit par 
e modèle d'ionisation 
on
erne l'apparition de tron
ature dans la distribution desdurées �on� : lorsqu'on augmente l'intensité d'ex
itation, la distribution Pon tend à dé
roître plusvite qu'une loi de puissan
e au temps long (> 1-10 s) [31℄, sans toutefois 
orrespondre à une loiexponentielle.Signalons pour terminer qu'un papier ré
ent [52℄ a montré qu'il était possible de diminuer,sinon d'éliminer, les phénomènes de s
intillement in vitro en rajoutant en solution une haute
on
entration (10 à 100 mM) d'un agent rédu
teur tel que le beta-mer
aptoéthanol ou le dithio-threitol (DTT) dont l'e�et serait de remplir les pièges éle
troniques en surfa
e de la parti
uleet de réduire ainsi les possibilités d'ionisation photoinduite. Le groupe de S. Xie à Harvard aégalement indiqué avoir observé une suppression du s
intillement pour des NCs dans des 
om-partiments endosomaux de 
ellules vivantes, peut-être due à une forte 
on
entration lo
ale de
ystéine ou d'histidine.2.3 Dégroupement de la �uores
en
eNotre équipe, de manière 
on
omitante à d'autres groupes [53, 54℄, a e�e
tué des mesures dedégroupement de la �uores
en
e sur des NCs individuels. Le grand nombre de photons 
olle
téspermet d'obtenir des données ave
 un très bon signal sur bruit. Nous avons d'abord e�e
tué
es mesures en ex
itation 
ontinue et observé un �antibun
hing� dépassant 99 % à températureambiante (�g. 8a) [55℄. A la di�éren
e des boîtes quantiques épitaxiées, il n'y a pas d'émission bi-ex
itonique, 
e qui évite notamment de séle
tionner spe
tralement les photons. Les NCs sont ainside bons 
andidats pour la réalisation de sour
es de photons uniques, notamment importantes pourla 
ryptographie quantique. La poursuite de 
ette étude a été réalisée ave
 J.-P. Hermier (équipe�Optique Quantique� du LKB) en étendant 
es mesures à une ex
itation pulsée [59, 60℄. Une
ara
térisation pré
ise du taux de 
olle
tion de la �uores
en
e a permis de démontrer notammentque la probabilité de déte
tion d'un photon par impulsion d'ex
itation atteint 3 % dans le 
as desNCs, résultat 
omparable ou supérieur à 
eux obtenus ave
 d'autres sour
es de photons uniques(atomes, �uorophores organiques, boîtes quantiques épitaxiées, 
entres 
olorés du diamant,. . . ).
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tion d'auto
orrélation g(2)(t), qui présente un dégroupement de photons(g(2)(t) < 1) 
ara
téristique aux temps 
ourts (t ≤ 100 ns), fait aussi apparaître des phénomènesde groupement de photons (g(2)(t) > 1) aux temps longs (de la µs à plusieurs dizaines de minutes).Ces phénomènes de groupement sont dire
tement liés au s
intillement et aux statistiques de Lévy.Nous avons pu mesurer la fon
tion de 
orrélation d'un nano
ristal unique sur presque 12 ordresde grandeurs, donnant une image 
omplète des �u
tuations de l'émetteur (�g. 8b). Nous avonségalement mis en éviden
e la non-stationnarité de la fon
tion d'auto
orrélation mais sans enfaire une des
ription quantitative [55℄. Plusieurs études théoriques ont été menées depuis sur
e sujet [58℄ et fournissent aujourd'hui une des
ription analytique des propriétés de la fon
tiond'auto
orrélation temporelle dans le 
as de lois larges.
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Bunching and antibunching in the fluorescence
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The f luorescence of single-colloidal CdSe quantum dots is investigated at room temperature by means of
the autocorrelation function over a time scale of almost 12 orders of magnitude. Over a short time scale,
the autocorrelation function shows complete antibunching, indicating single-photon emission and atomiclike
behavior. Over longer time scales (up to tens of seconds), we measure a bunching effect that is due to
f luorescence intermittency and that cannot be described by f luctuations between two states with constant
rates. The autocorrelation function also exhibits nonstationary behavior related to power-law distributions
of ON and OFF times. © 2001 Optical Society of America
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The realization of single-photon sources and gen-
eration of nonclassical states of light is of great
interest in quantum optics, especially in quantum
cryptography, where secure transmission requires
that one and only one photon be sent at a given
time.1 To obtain a single-photon source, one should
use the f luorescence emission of single-quantum
systems, and several potential sources have already
been studied. Antibunching has been observed in
the f luorescence of atoms,2,3 organic molecules,4 – 6

AlGaAs quantum dots (QDs),7,8 and single nitrogen
vacancy centers.9,10 Colloidal CdSe–Zns QDs have
also attracted much attention, since they can be used
at room temperature, present remarkable photosta-
bility, and have a high quantum eff iciency. Michler
et al.11 and Lounis et al.12 recently showed that the
f luorescence light of such QDs exhibits partial or
complete antibunching. However, the f luorescence
emission of QDs is known to exhibit intermittency13

resulting from physical mechanisms that remain to
be fully elucidated. In this Letter the photophysical
properties of individual QDs are investigated over a
large time scale (from nanoseconds to tens of seconds)
by use of the autocorrelation function (ACF), providing
a more-comprehensive description of QDs as light
emitters.

We prepared the samples by spin coating a
nanomolar solution of QDs (1.8-nm radius, 570-nm
peak emission) in butanol and a thin f ilm of poly
methyl(methacrylate) on a glass coverslip. The
excitation light comes from the 514-nm line of a cw
Ar1 laser whose beam is focused to the diffraction
limit (waist, �300 nm) by a high-N.A. objective
(Apochromat; N.A., 1.4; oil immersion) of a confocal
microscope. The f luorescence photons are collected
by the same objective and sent to a high-sensitivity
Hanbury-Brown–Twiss detection scheme composed of
a 50�50 nonpolarizing beam splitter followed by two
(start and stop) single-photon avalanche photodiodes.
The pulses from the photodiodes are simultaneously
sent to various data acquisition systems. First, a
picosecond time analyzer (PTA; EG&G 9138) pro-
0146-9592/01/231891-03$15.00/0
vides histograms of time delays between photons for
delays ranging from hundreds to tens of microsec-
onds. The PTA functions similarly to a conventional
time–amplitude converter, except that it registers all
the stop events during a time interval triggered by a
start pulse and gives direct access to the ACF. To
investigate negative correlation times, we introduce a
constant delay ��200 ns� in the stop channel. The
single-photon avalanche photodiode pulses are sent in
parallel to a correlator (Malvern 7932) that calculates
the ACF for delays greater than 1 ms. Finally, the ab-
solute arrival time of each detected photon is recorded
by a counting board with a 12.5-ns time resolution.

The normalized ACF of the f luorescence intensity is
a tool suited to exploration of emission properties over
large time scales. It is defined as

g�2��t, t 1 t� �
�I �t�I �t 1 t��

�I �t�� �I �t 1 t��
, (1)

where I �t� is the f luorescence intensity and � � indicates
ensemble averaging. In practice, this quantity is cal-
culated by use of time averaging, with implicit assump-
tions of ergodicity and stationarity. As explained
below, calculating this quantity is of great importance
in our measurements. Both the PTA and the corre-
lator give the number of coincidence counts, n�t�, as
a function of the time delay between photons. The
normalized ACF can be deduced by calculation of
g�2��t� � n�t��IAIBDtT , where IA and IB are the mean
intensities on the start and stop channels, Dt is the
time resolution, and T is the total acquisition time.

A histogram of the coincidence counts on a short
time scale given by the PTA shows a dip centered
at t � 0 (Fig. 1). The antibunching of the f luo-
rescence f inds its origin in the quantum nature of
the emitter: A QD in its ground state needs to
absorb an excitation photon before spontaneously
emitting a f luorescence photon. Since both these
processes take a finite time, two photons cannot be
emitted simultaneously. The dip can be described
by an exponential curve a�1 2 b exp�2jtj�t0��. For
© 2001 Optical Society of America
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Fig. 1. Histograms of coincidence counts obtained from
the PTA (time resolution, 600 ps) and corrected from the
time delay. The solid curve is a fit by an exponential
curve a�1 2 b exp�2jtj�t0��, with a � 577.5, b � 0.95, and
t0 � 20.1 ns.

an excitation intensity I well below the saturation
limit �20 80 kW�cm2�,12 the value of t0 is essentially
determined by the excited-state lifetime. In our
experiments, it is found to be 17.5 (2.0) ns, similar
to direct lifetime measurements. In contrast with
Michler et al.,11 but in agreement with Lounis et al.,12

we found that the measured value of b usually exceeds
0.9, independently of the excitation power. When it
is corrected from the background noise that is due
to scattered excitation light,10 the amplitude is even
greater than 0.99.

This complete antibunching is a clear indication of
single-particle measurement, since two (or more) inde-
pendent QDs would emit uncorrelated photons and con-
tribute to the histogram at t � 0. As we repeatedly
observed, this complete antibunching is the only non-
ambiguous criterion, rather than f luorescence inter-
mittency, for experiments at the single QD level. In
our experiments, for I of �1 kW�cm2, we could collect
up to 30 3 106 photons with average detected emission
rates of 10–30 kHz. Compared with single molecules
at room temperature,6 QDs appear to be superior in
terms of the number of emitted photons before pho-
todegradation. In addition, the large absorption spec-
tra of QDs make them compatible with a pulsed blue
laser diode, opening the way to compact single-photon
sources.

The stability of such a source over time is an issue
that has seldom been addressed so far. It has been
repeatedly observed that QDs exhibit f luorescence in-
termittency, possibly because of Auger ionization, af-
ter creation of multiple electron–hole pairs.13,14 This
effect manifests itself as an alternation of bright (ON)
and dark (OFF) periods with durations of up to tens of
seconds.

To link short- and long-term behavior, we measured
the ACF from hundreds of picoseconds to tens of sec-
onds. We obtained this time scale, which is to our
knowledge unprecedentedly large, by joining the nor-
malized data from the PTA and the correlator without
any further adjustment (Fig. 2). The ACF is nearly
constant from 100 ns to 100 ms, with a value of anorm
that indicates an absence of intermittency on this time
scale. To a good approximation, 1�anorm represents
the fraction of time spent by the emitter in the ON state.
Beyond 100 ms, the ACF decreases slowly over several
time scales before falling more abruptly at a time close
to the measurement duration, T . Strikingly, we do
not observe a time scale over which the ACF reaches
an asymptotic value of 1, even for measurements with
a duration of more than 1000 s.

To grasp this particular observation fully, it is
useful to compare it with a two-state model in which a
system jumps back and forth between an ON and OFF
states with constant rates, kon and koff , respectively.
Such a model, often employed to represent the f luctua-
tions of f luorescent systems, successfully describes,
for instance, bunching in organic molecules as a result
of shelving in the triplet state.5 In this case, the
ACF is stationary and g�2��t� varies as 1 1 ��1 2

p��p�exp�2t�t0�, where t0 � 1��kon 1 koff � and p �
koff��kon 1 koff �. This exponential decay from 1�p to 1
implies that, for t much larger than the characteristic
time scale t0, the ACF is constant (equal to 1). Efros
and Rosen actually developed a model for the f luo-
rescence of individual QDs that leads to this kind of
behavior.14

Our ACF measurements cannot be described by an
exponential decay. To understand the origin of this
discrepancy, we considered the intensity time trace ob-
tained by binning the incoming pulses [Fig. 3(a)]. We
obtained the distributions of ON and OFF periods by set-
ting a threshold (equal to a couple of times the back-
ground signal) and comparing the intensity with this
value. Instead of following exponential laws (as would
be the case in the two-state model), the densities of
probability of ON and OFF periods, calculated for more
than 100 individual QDs, exhibit a power-law depen-
dence 1�t11m, with m in the range 0.3–0.7.15 The ori-
gin of this dependence, f irst observed and discussed
by Kuno et al. for OFF times,16 has yet to be under-
stood fully. However, its occurrence has several con-
sequences for the shape and the meaning of the ACF.

Since they have no mean values and are domi-
nated by f luctuations, power-law distributions with
exponents 1 1 m smaller than 2 stand apart from
conventional statistical laws.17,18 Because of the
long tails of these broad distributions, events with
a duration of the order of the acquisition time are
likely to occur, as is visible in the trace in Fig. 3(a).
Consequently, there is no characteristic time scale
over which the f luorescence intensity can be averaged.
A stochastic process driven by a broad distribution,

Fig. 2. Normalized ACF from 1 ns to 100 s, measured
by the PTA and the Malvern correlator (T � 900 s,
I � 2 kW�cm2, anorm � 1.4).
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Fig. 3. (a) Time trace of the f luorescence intensity for a
single QD (excitation intensity, 0.25 kW�cm2). (b) Com-
putations of the ACF for this trace. Curves (1), (2), and
(3) correspond to time intervals of 18, 180, and 1800 s.

often designated as a Lévy f light, is intrinsically
nonergodic: Ensemble and temporal averaging do not
coincide.

This interpretation allows us to explain qualitatively
the results of our ACF measurements. Since longer
and longer ON and OFF events appear as the acquisi-
tion time increases, the value of the fraction of time
spent in the ON state in the range 0 T (and conse-
quently anorm) does not reach an asymptotic value.
The existence of ON and OFF times that are compa-
rable to T also explains why the decay of the ACF
always occurs on a time scale of the order of the mea-
surement time. Both these properties are illustrated
in Fig. 3(b). A significant and nonmonotonic change
in the value at short time ��1 ms� as well as a pro-
gressive shift in the characteristic decay time can be
observed. This effect is not due to statistical disper-
sion but is related to the sampling of the power laws
during the particular time intervals. In contrast, for
a two-state model, increasing the measurement time
leads to a better single-to-noise ratio but does not in-
duce any significant change of the ACF.

The nonergodicity induced by broad distributions
implies that the temporal ACF does not equal the
ensemble value. In particular, the ACF cannot be
directly compared with recent analytical calculations
of the ensemble correlation function.19 Nevertheless,
the correlation measurements remain an appropriate
tool for the study of f luorescence antibunching. Since
the time scales of the f luorescence cycles (well below
100 ms) and the intermittency are strongly decoupled,
the coincidence histogram remains valid (and hence
the values of b and t0). However, the normalized
value anorm has no general significance, as it depends
critically on the acquisition time.
In conclusion, we have studied the f luorescence of
single-colloidal quantum dots, using the ACF. At
short time scales, we observed complete antibunching,
demonstrating that, even though they have a crys-
talline structure, the emission properties of individual
QDs are those of two-level atoms. At large time
scales, because of the power-law dependence of the
distributions of ON and OFF periods, QDs cannot be
treated as stationary systems, meaning that standard
analysis of the ACF should be used with care. This
study also raises questions about the interpretation of
single-molecule experiments when one is dealing with
nonergodic systems.

M. Dahan’s e-mail address is maxime.dahan@lkb.
ens.fr.
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The relation between single particle and ensemble measurements is addressed for semiconductor
CdSe nanocrystals. We record their fluorescence at the single molecule level and analyze their emission
intermittency, which is governed by unusual random processes known as Lévy statistics. We report the
observation of statistical aging and ergodicity breaking, both related to the occurrence of Lévy
statistics. Our results show that the behavior of ensemble quantities, such as the total fluorescence of
an ensemble of nanocrystals, can differ from the time-averaged individual quantities, and must be
interpreted with care.
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FIG. 1. Fluorescence intermittency of a single CdSe nano-
crystal measured over 10 min with 100 ms time bins. Because
the on and off periods are thus governed by ‘‘Lévy
statistics,’’ which have been encountered in various fields

of the broad distribution of the on and off states, the signal is
dominated by a few long events.
The relation between single particle and ensemble
measurements is at the core of statistical physics. It is
usually expressed in terms of the ergodic hypothesis
which states that time averaging and ensemble averaging
of an observable coincide [1,2]. This question has at-
tracted renewed attention given that experiments are
now able to resolve individual nanometer-sized systems.
It is addressed here for semiconductor CdSe nanocrystals.
The fluorescence properties of these colloidal quantum
dots (QDs) have raised great interest due to their size-
induced spectral tunability, high quantum yield, and re-
markable photostability at room temperature [3], all of
which make QDs a promising system for biological label-
ling [4], single-photon sources [5], and nanolasers [6].

When studied at the single molecule level, CdSe QDs
share with a large variety of other fluorescent nanometer-
sized systems [7–10] the property of exhibiting fluores-
cence intermittency [11]. This means that the fluorescence
intensity randomly switches from bright (‘‘on’’) states to
dark (‘‘off ’’) states under continuous excitation. Although
the very origin of the intermittency for CdSe QDs re-
mains a matter of investigation, its statistical properties
have been studied. For a given QD, the durations �on
and �off of the on and off periods follow slowly decay-
ing power-law distributions Pon��on > �� � ��0=���on ,
Poff��off > �� � ��0=���off , where �on and �off are close
to 0.5 [12,13]. This behavior extends over several orders of
magnitude, from the detection integration time �0 up to
hundreds of seconds, with very small dependence on
temperature or excitation intensity.

The crucial point for our analysis is that both �on and
�off are smaller than 1. In this case, the decay is so slow
that the mean value of Pon and Poff is formally infinite,
and very long events tend to dominate the fluorescence
signal, producing strong intermittency. The duration of
0031-9007=03=90(12)=120601(4)$20.00 
[14–22] such as laser cooling of atoms [15], dynamics of
disordered [16] and chaotic [18] systems, glassy dynamics
[20], or economics and finance [21].

In this Letter, we show that single QD measurements
can be used to explicitly compare ensemble- and time-
averaged properties and explore some of the unusual
phenomena induced by Lévy statistics, such as statistical
aging and ergodicity breaking. Using an epifluorescence
microscopy setup and a low-noise CCD camera, we
simultaneously recorded at room temperature the fluores-
cence intensity of 215 individual QDs for the duration of
10 min with a time resolution of 100 ms [23]. The blink-
ing of the fluorescence intensity was observed for each
QD detected in the field of the camera (Fig. 1). Because of
the binary behavior of the blinking process, each inten-
sity time trace was considered simply as a sequence of n
on and off times f��1�on ; �

�1�
off ; �

�2�
on ; �

�2�
off ; . . . ; �

�n�
on ; �

�n�
offg from

which the distributions Pon and Poff were derived. In
our measurements, the on and off periods both followed
power-law distributions [25]. After adjustment of the
cumulative distributions of the on and off periods for
each of the 215 QDs, the exponents �on and �off were
2003 The American Physical Society 120601-1
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FIG. 2. Statistical aging measured from a sample of 215 QDs.
(a) Logarithmic plot of the probability density s�
� for a QD to
jump in the on state after having spent a total time 
 in the off
state. The solid line is a power-law adjustment 
	
 with 
 �
0:5. (b) Evolution of the total time spent in the off state 
�N�
with the number N of off periods for a given QD; the sum 
�N�
is dominated by a few events of the order of 
�N� itself.
(c) Persistence probability �0�
; 
� 
0� measured from the
set of 215 QDs for 
 � 0:1 s (4), 
 � 0:5 s (�), 
 � 1 s (�),

 � 2 s (�), 
 � 4 s (*), and 
 � 8 s (�). �0�
; 
� 
0� de-
pends on 
, indicating that the process is aging. (d) Persistence
probability �0�
; 
� 
0� measured for 
 and 
0 ranging be-
tween 0 and 10 s with 0.1 s time bins and expressed as a
function of 
=�
� 
0� (+). Each point corresponds to the
average over 200 adjacent data points. The solid lines are the
theoretical predictions for exponents �off � 0:5, �off � 0:55,
and �off � 0:6.
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estimated to be, respectively, 0.58 (0.17) and 0.48 (0.15),
consistent with previous experiments [12,13]. For all
pairs of QDs, we also computed the Kolmogorov-
Smirnov (KS) likelihood estimator [26] to compare the
on (respectively, off) distributions between each pair of
QDs. For our set of data, the KS tests yield the same
average value of 0.4 (0.3) for both on and off distributions,
well above the value 0.05 usually considered as an infe-
rior limit to assume that two data sets have identical
distributions. In the following, the 215 QDs are therefore
considered as statistically identical, with �on � 0:58 and
�off � 0:48 [27].

The first observation is that, for purely statistical rea-
sons, the fluorescence of QDs is nonstationary, i.e., time
translation invariance is broken in the intermittency proc-
ess. This is best evidenced by studying the rate at which
the QDs jump back from the off to the on state (a ‘‘switch
on’’ event). For this purpose, we computed the ensemble
average of the probability density s�
� to observe a QD
switching on between 
 and 
� d
 after a time 
 spent in
the off state. For off periods following a ‘‘narrow’’ dis-
tribution (with a finite mean value h�offi), s�
�—also
called the renewal density—would be independent of 

and equal to 1=h�offi. The situation is drastically changed
for CdSe QDs due to the fact that �off < 1, h�offi no
longer exists and s�
� is then expected to decay as

	�1	�off � [15]. This means that as time grows the switch
on events occur less and less frequently. Figure 2(a) shows
that our data match these theoretical predictions: the
measured value of s�
� decreases as 
	
, with 
 � 0:5
in agreement with the value �1	�off� expected from our
measurement of �off .

This nonstationary behavior can be understood by con-
sidering, for each QD, the quantity


�N� �
XN
i�1

��i�off ; (1)

i.e., the total time spent in the off state during the N first
off periods [Fig. 2(b)]. Assuming that the ��i�off are inde-
pendent and �off having no mean value, the sum of N such
independent random variables must be evaluated by
means of the generalized central limit theorem (see,
e.g., [15]). This theorem states that 
�N�, instead of scal-
ing as N, grows more rapidly, as N1=�off . As shown in
Fig. 2(b), the sum 
�N� is dominated by few events. This
central property, distinctive of Lévy statistics, means
that, as time grows, one observes long events that are of
the order of 
�N� itself [28]. Hence, the probability for a
QD to switch on decreases with time: the system ages [20]
and the signal is nonstationary.

To test the assumption that the off events are independ-
ent and to gain further insight into this aging effect, we
computed the persistence probability �0�
; 
� 
0�, de-
fined as the probability that no switch on event occurs
between 
 and 
� 
0. In the case of independent off
120601-2
periods with an exponential distribution (with mean value
h�offi), �0�
; 
� 
0� is independent of 
, and given by
e	
0=h�off i, illustrating that the switching process is sta-
tionary. The computation of �0 from our data set reveals
a completely different pattern: the probability that no
switch on event occurs within a given duration 
0 de-
creases with 
 [Fig. 2(c)], consistent with the behavior
of s�
�. Furthermore, �0�
; 
� 
0� is found to depend
only on the reduced variable 
=�
� 
0� and to vanish for

=�
� 
0� close to 0 [Fig. 2(d)]. This result proves that
one has to wait a time 
0 of the order of 
 to have a chance
to observe a switch on event, in qualitative agreement
with the fact that the largest term of the sum 
�N� is of the
order of 
�N� itself. Quantitatively, for independent off
events distributed according to a Lévy distribution Poff

with exponent �off , the persistence probability is ex-
pected to read

�0�
; 
� 
0� �
Z 
=�
�
0�

0
��off ;1	�off

�u�du; (2)

where � is the beta distribution on �0; 1� [20,29]. Our
data follow this prediction with �off � 0:55, in
agreement both with our previous estimations of �off

[Fig. 2(d)] and with the assumption that the off events
120601-2
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are independent. These results show that the aging effect
has a pure statistical origin and is not related to an
irreversible process (such as photodestruction). Because
of the statistical properties of Lévy distributions, non-
stationarity emerges despite the time independence of the
laws governing the microscopic fluorescence process.

From a more general standpoint, this nonstationary
behavior also has profound consequences on basic data
interpretation, such as the ensemble-averaged total fluo-
rescence emitted by a population of QDs. We illustrated
this by studying �on�t�, the fraction of QDs in the on state
at a given time t [Fig. 3(a)]. In the context of Lévy
statistics, the time evolution of �on�t� is intimately linked
to the relative amount of time spent in the on and off
states for each QD. Qualitatively, the off events tend to be
dominant whenever �off <�off since 
�N� �

PN
i�1 �

�i�
off

grows faster than its counterpart 
̂
�N� �
P

N
i�1 �

�i�
on .

When analyzed in a more quantitative way, the fraction
�on�t� can be shown to decrease asymptotically as
t�off	�on [15]. Experimental results confirm this analysis:
�on�t� decays as t	�, with an exponent � � 0:13 indeed
consistent with the previous determination of �on and
�off [Fig. 3(a)]. We also observed that the average signal
over the whole CCD detector, i.e., the sum of the fluo-
rescence of all the QDs, decays as t	0:18, in agreement
(within experimental uncertainty) with the fact that time
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FIG. 3. Nonstationarity and nonergodicity in a sample of
QDs. (a) Time evolution of the fraction �on�t� of QDs in
the on state at time t (5). �on�t� decays as t	0:13 � t�off	�on

(solid line). (b) Time evolution of the total fluorescence signal
emitted by the sample (�): the darkening effect follows a t	0:18

power-law decay (solid line). (c) Typical time evolution of
��i�

on�0 � t�—the fraction of time spent in the on state between
0 and t - for seven QDs. The time averages are widely fluctuat-
ing, even in the long integration time limit. (d) Evolution of the
relative dispersion �r�t� of ��i�

on�0 � t� at time t over the
ensemble of QDs (�). As time grows, �r�t� tends to a constant
value, illustrating that the time averages trajectories do not
converge to any asymptotic value.
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increasing, less and less QDs are in the on state, causing
the total fluorescence to decrease as �on�t� [Fig. 3(b)].
Importantly, we also observed that this fluorescence de-
cay is laser induced and reversible: after a continuous
laser illumination of 10 min, leaving the sample in the
dark for about 10–15 min systematically lead to a com-
plete recovery of its initial fluorescence. This confirms
that this decay is again purely statistical, and not related
to an irreversible bleaching of the QDs.

Our final observation focuses on nonergodic aspects of
random processes driven by Lévy statistics. Single par-
ticle measurements allow one to compare directly �on�t�
and the fraction of time ��i�

on�0 � t� spent in the on state
between 0 and t for the ith QD. This provides a direct test
of the ergodicity of the QD fluorescence. While the en-
semble average �on�t� decays deterministically as t	0:13

[Fig. 3(a)], each time average widely fluctuates over time
and for a given t, the values of ��i�

on are broadly distributed
between 0 and 1, even after a long time of integration
[Fig. 3(c)]. To study the behavior of time averages, we
calculated the relative dispersion �r�t� of the time aver-
ages at time t, where �r�t� corresponds to the standard
deviation of the distribution of ��i�

on�0 � t� over the set of
QDs, divided by its mean value. Figure 3(d) shows that
�r�t� does not decay to zero, and is still of the order of 1
on the experimental time scale. Therefore, even for long
acquisition times, the fluctuations of the time averages
from QD to QD remain of the order of the time averages
themselves and do not vanish as expected for ergodic
systems. These data indicate ergodicity breaking: due to
rare events with a duration comparable to the total acquis-
ition time, there is no characteristic time scale over which
physical observables can be time averaged. Even for long
acquisition time, ��i�

on�0 � t� does not converge and no
information on the ensemble value �on can be obtained
by time averaging an individual trajectory.

While we found that accurate estimates of �on and �off

are essential to analyze and predict the statistical proper-
ties of the fluorescence, the microscopic origin of these
broad distributions is not yet established. Possible explan-
ations are related to the general question of relaxation in
disordered systems [14,20,30]. Distributions of off times
are sometimes attributed to distributions of static traps
from which the charge of an ionized QD escapes by
tunneling effect [12,31]. In these models, the value of
�off strongly depends on microscopic characteristics
of the QDs, and it is not clear how this is compatible
with the statistical homogeneity of the different QDs
suggested by the KS test. The dynamic changes of the
particle environment are also often invoked to account
for the fluctuating emission of the QD [13,32]. Some
authors have thus suggested models in which the trap
for the charge of the ionized QD follows a random
walk in a 1D parameter space, yielding a universal value
1=2 for �off [13]. However, both of these models (static
and dynamic) have yet to be more thoroughly tested.
120601-3
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Since intermittency is an ubiquitous process at the nano-
meter scale, some of the arguments discussed here for
QDs might also apply to other systems. In particular, our
analysis shows that nonstationary behavior of the fluo-
rescence —sometimes attributed to photochemical proc-
esses—can also have purely statistical origins (such as
statistical aging). Recent evidence has shown that this
may be the case in a system as microscopically different
from QDs as green fluorescent proteins [33]. In this re-
spect, aging and nonergodicity might be an important
pattern when studying single nanometer-sized objects in
complex environments.

In conclusion, our experimental results show that
ensemble-averaged fluorescence properties of individual
CdSe QDs are deeply affected by the nonstandard stat-
istical properties of the Lévy statistics governing the
blinking process. We found that a population of QDs
exhibit statistical aging. Hence, despite the fact that
blinking statistics are time independent, the fluorescence
emitted by an ensemble of QDs under continuous laser
excitation is nonstationary. Our data also evidence that,
due to the scaling properties of Lévy statistics, CdSe QDs
are nonergodic systems: time- and ensemble-averaged
properties do not coincide anymore, in full contrast
with usual assumptions when studying nanoscale
emitters.
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manuscript.
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Abstract. The fluorescence of colloidal CdSe/ZnS nanocrystals at room
temperature exhibits a perfect antibunching under continuous or pulsed excitation.
In this paper, we discuss the consequences of fluorescence properties of CdSe
nanocrystals on the generation of single photons. In particular, we examine the role
of Auger processes in the inhibition of multiexcitonic emission. We also discuss
the relationship between Auger processes and the fluorescence intermittency of
CdSe quantum dots. Altogether, features discussed here indicate that CdSe/ZnS
nanocrystals are promising single-photon sources.
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1. Introduction

Single-photon emission has been demonstrated using the fluorescence of single emitters such
as atoms [1], ions [2], organic molecules [3], semiconductor quantum dots [4]–[6] and nitrogen
vacancy centres [7]. In the field of quantum information processing, single-photon sources could
be used for quantum cryptography or optical quantum computation [8, 9].

Colloidal CdSe/ZnS core-shell nanocrystals have also been the focus of great attention
because of their high quantum yield and high photostability at room temperature. These features
make them promising emitters not only for quantum information but also for biological labelling
[10] or the realization of devices such as thin-film LEDs or nanocrystal quantum dot (QD)
lasers [11]–[13]. When observed individually, CdSe QDs exhibit remarkable properties. The
fluorescence is known to exhibit fluorescence lifetime fluctuations [14], spectral shifts [15] and
fluorescence intermittency resulting in the alternance of dark and bright periods [16]. Compared
with atoms or molecules, CdSe/ZnS QDs provide opportunities to investigate new phenomena as
well. The nanometre size of these QDs (radius <5 nm) permits the investigation of interactions
between efficient multi-carriers known as Auger processes. Their effect on the fluorescence
properties of CdSe QDs have previously been examined in detail for optical gain generation and
lasing from CdSe QDs [11]–[13].

In this paper, we investigate the generation of single photons by colloidal CdSe/ZnS QDs
under continuous (cw) and pulsed excitation, the latter being the regime used in quantum
information protocols. First, we show that perfect antibunching can be obtained. Next, the nature
of Auger processes and their role in single-photon emission are discussed. We show that the
efficiency of these processes in nanometre-sized CdSe QDs is a clear advantage for triggered
single-photon generation since it makes the light emission properties of CdSe nanocrystals
similar to those of individual quantum systems such as single atoms or molecules. Finally, we
discuss the implications of recent results concerning the fluorescence intermittency of colloidal
CdSe QDs.

2. Experimental setup

In our experiments, colloidal CdSe/ZnS core/shell nanocrystals are chemically synthesized
semiconductor nanoparticles with a mean radius of 1.7 nm and a peak wavelength emission about
560 nm. To collect the fluorescence of a single nanocrystal, samples are prepared by spin coating
a nanomolar solution of quantum dots in butanol on a cleaned glass coverslip. After deposition,
the mean distance between two nanocrystals is about 1 µm. The fluorescence emitted by a single
nanocrystal under continuous or pulsed excitation is collected by a confocal microscope. For
continuous wave excitation we used the 514 nm line of an Ar-ion laser. The pulsed excitation
comes from a 400 nm pulsed laser diode whose pulse duration (τp = 50 ps) is much shorter than
the fluorescence lifetime τrad = 20 ns of our CdSe QDs to suppress two-photon emission as far as
possible. The energy per pulse could be continuously set from 0 to 5 pJ, and the pulse repetition
period was set at 100 ns, a duration much longer than τrad to avoid the overlap of triggered photons
generated by consecutive pulses. The fluorescence photons are collected by a high numerical
apperture (NA) oil immersion objective (Olympus ×100, apochromatic, NA = 1.4), which also
focuses the excitation beam to the diffraction limit (waist ∼250 nm). Photons are then sent to a
standard high sentistivity Hanbury-Brown and Twiss setup. It consists of a 50/50 non-polarizing
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Figure 1. Histogram of coincidence counts of single QDs’ fluorescence (◦) after
background correction under continous (a) or pulsed (b) excitation. (a) The red
solid line is a fit yielding a 20 ns excited-state lifetime for this nanocrystal. (b)
The blue solid line is a fit of the data, yielding a 22 ns excited-state lifetime for
this nanocrystal.

beamsplitter and two (start/stop) photon avalanche photodiodes (APDs) with a time resolution of
300 ps. A picosecond time analyser (PTA, EG&G 91 38) provides the histogram of time delays
between photons. We also introduced a delay of 200 ns in the stop channel to record the signal
at negative correlation times.

3. Results

3.1. Fluorescence antibunching

First we analyse the autocorrelation function of the emitted light under pulsed or continuous
excitation. Under cw excitation, our data are in agreement with [17].The histogram of coincidence
counts at short time scale given by the PTA exhibits a dip centred at zero delay (figure 1(a)). After
correction for the background noise due to photodiodes, the antibunching amplitude is found to
be greater than 99%. The adjustment of our experimental data lead to a value of τrad = 20 ns.
Under pulsed excitation, the autocorrelation function also shows few coincidence counts at zero
delay (figure 1(b)). For all accessible pumping power, the value of the zero delay peak area is
less than 0.05, systematically droping close to zero after substracting the background due to the
APD dark counts. As for cw excitation, the value of τrad deduced from our experimental data is
of the order of 22 ns.
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Figure 2. Scheme presenting Auger effects considered in this paper. In
each process, one electron/hole pair does not decay radiatively. The energy
recombination is transferred to the remaining carrier. (A) Auger relaxation of
a biexciton in a neutral QD. The remaining excited carrier is still confined in the
nanocrystal. (A′)Autoionization of a neutral QD byAuger process. The remaining
excited carrier is ejected from the QD. (B) Auger relaxation of a bi-exciton in
a ionized QD leading to the QD extinction.

3.2. Effects of Auger processes over single-photon emission

The absence of photon coincidences at zero delay under pulsed and continuous excitation proves
that colloidal CdSe QDs are perfect single-photon emitters at room temperature.The antibunching
exhibited by the fluorescence of these solid-state sources is similar to that of a single quantum
system such as an atom. QDs are often called artificial atoms since the three-dimensional
confinement results in a discrete, atomic-like energy spectrum. Perfect antibunching strengthens
this analogy. However, QDs exhibit an important difference with atoms or molecules. Multi-
electron/hole pairs can be created by the excitation laser. The crucial point is that multi-excitonic
states recombine non-radiatively due to the Auger effect as shown schematically in figure 2 (type
A Auger effect). In this process, a ground-state bi-exciton decays to an excited monoexcitonic
state without any photon emission. Subsequently, the excited carrier rapidly relaxes to its
ground state in a couple of ps [19]. Recent experimental and theoretical results showed that,
for CdSe QDs with radii ranging between 1.2 and 3.6 nm, the Auger process occurs in less
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than 100 ps [18, 19], much faster than τrad ∼ 20 ns. Auger recombination is thus the dominating
relaxation process for multiexcitonic states.

Auger processes are much more efficient in nanometre-sized structures than in bulk materials
for two reasons. First, for the bulk case, the maximum density of excitons corresponds to one
exciton per excitonic volume V ∼ a3

B, where aB is the Bohr radius of the exciton. Above this
density, carriers do not form an exciton gas but a metallic plasma and strong screening effects
reduce Coulomb interactions. In nanocrystals with a radius lower than aB, several excitons
can occupy a volume smaller than V , without the possibility of dynamic screening because of
strong carrier confinement. The overlap between carrier functions is increased and Coulomb
interactions are enhanced. Second, there is no wave vector carrier momentum conservation in
QDs because of their nanometre size. Due to this non-conservation, which may be interpreted
in terms of translation-symmetry breaking, Auger transitions which exhibit a low probability
in bulk material are very efficient in QDs. Accurate calculations of Auger rates [19] confirm
this picture.

The influence of the efficiency of Auger processes on colloidal CdSe QD fluorescence
antibunching has already been invoked [17] for continuous excitation to explain the
multiexcitonic emission suppression. Under pulsed excitation, the absence of the zero delay peak
confirms that if the QD contains more than a single electron/hole pair after a pulse excitation,
non-radiative recombination via process A is the preferential energy relaxation channel until a
single electron/hole remains. Only the last pair can recombine radiatively and no more than one
photon can be emitted after one pulse excitation.

The absence of multiexcitonic emission for high pumping power is specific to colloidal CdSe
QDs. For epitaxially grown QDs, the suppression of radiative bi-exciton recombination requires
low pumping. Close to saturation of the monoexcitonic emission, which is the regime called
for efficient single-photon generation, radiative recombination of bi-excitons is always observed
[6, 20]. As a result, epitaxially grown QDs require the use of spectral filtering which isolates the
first exciton emission of a single QD from the bi-excitonic emission but also introduces optical
losses. In terms of photon collection efficiency, a crucial parameter for the realization of a practical
single-photon source [8], monoexcitonic emission thus provides a specific advantage to CdSe
QDs. This benefit is reinforced by the high quantum yield of CdSe QDs at room temperature.
Working at room temperature allows the use of high-NA immersion objective, leading to simple
and efficient light collection. A detailed analysis [21] of the collection efficiency of our setup
showed that 12.5% of the emitted photons were collected and detected, and that the probability
to detect a photon per pulse was equal to 3%, much higher than the rate of 0.1% obtained for
epitaxially grown QDs [22].

In addition to antibunching observed under continuous or pulsed excitation, light emission
by single electron/hole pair recombination successfully explains the fluorescence saturation
of a single emitter. Under continuous excitation, measurements on the fluorescence saturation
were consistent with a two-level system [17]. Under pulsed excitation, we investigated the
probability σ to excite the emitting transition versus the pump pulse power, knowing that this
probability is crucial for the efficient generation of triggered single photons. To deliver a single
photon per pump pulse, the probability σ to excite the emitter must be close to 1. Our results [21]
showed that the variation of the photon emission intensity versus the excitation intensity can
be fitted by an effective two-level model and an excitation probability greater than 0.95 can be
obtained.
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Figure 3. Time trace of a single QD fluorescence registered over 30 min with
100 ms time bins. ‘On’and ‘off’events with duration of the order of the acquisition
time are likely to be observed due to power-law distributions.

3.3. Fluorescence intermittency

Due to Auger process A, colloidal CdSe QDs are similar to a two-level system in terms of single-
photon generation and fluorescence saturation. However, the overall fluorescence properties
of colloidal CdSe QDs are not identical to a simple two-level system. Resonant excitation
is not required since efficient excitation has been observed for many wavelengths. CdSe QD
fluorescence is also known to exhibit intermittency resulting in the alternance of dark and bright
periods (figure 3) [16]. A statistical analysis of the intermittency reveals power-law distributions
of the ‘on’ and ‘off’ times [23]–[25]. Consequences of these statistics have been analysed.
Statistical aging and ergodicity breaking have been reported [26, 27]. In the field of quantum
cryptography, the main problem is the random duration of bright and dark periods. ‘On’and ‘off’
times have no mean value and very long ‘off’ events are observed (figure 3). These long dark
periods are the main restriction for the use of colloidal CdSe QDs as single-photon emitters.

The origin of fluorescence intermittency has been studied in detail [24, 25, 28]. It is now
commonly admitted that blinking arises from rare ionization events that eject a carrier from
the QD [24, 25]. For simplicity, we will consider in the following that the hole is the ejected
carrier. The ionized QD is non-fluorescent due to a multiparticle process between subsequent
exciton and the remaining electron as shown schematically in figure 2 (type B Auger effect ). An
Auger ionization model was proposed earlier by Efros et al [28] to explain the QD fluorescence
intermittency. The relaxation of a bi-excition following the Auger process presented in figure 2
(type A′ Auger effect) was assumed to lead to ionization of the QD, which consequently became
non-fluorescent.According to this model, single-photon emission and fluorescence intermittency
would then be intimately linked, as suggested in [17]. However, recent results showed that process
A′ is probably not involved in the QD ionization [24, 25]. Ionization process A′ would lead to
a mono-exponential probability distribution of ‘on’ events [28], which is not consistent with
the power-law distributions and the large dynamic range of time scale observed experimentally
(from 100 µs to 100 s). Actually, electron or hole tunnelling to a fluctuating environment of trap
sites is more probably at the origin of blinking [24, 25].

Although fluorescence intermittency has long been considered as an intrinsic property of
CdSe QDs, very recent results [29] demonstrated that the intermittency of single QDs could be
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significantly reduced by chemical processes. Surrounding the QDs with a concentrated solution
of molecules containing thiol groups (such as betamercaptoethanol or DTT) suppresses the
blinking. This suppression is presumably due to the passivation of surface traps by thiol groups,
which also confirms that Auger process A′ is not the cause of QD ionization.

4. Conclusion

In conclusion, we have analysed the generation of single photons by colloidal CdSe QDs. At
room temperature, due to the efficiency of Auger processes, the fluorescence of colloidal CdSe
QDs exhibits a perfect antibunching under continuous or pulsed excitation. The collection of
single photons is also both simple and efficient. The main drawback of colloidal CdSe/ZnS is
their fluorescence intermittency although recent results showed that it could be partly suppressed.
Auger processes also take part in the blinking mechanism but are probably not at the origin of
the effect. Overall, CdSe/ZnS QDs appear as promising single-photon sources.
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onvé-nient majeur. En e�et, de nombreux tests sont né
essaires à la 
onduite de 
es expérien
es, parexemple pour déterminer les 
on
entrations optimales en protéines ou réduire les intera
tionsnon-spé
i�ques des protéines ave
 la surfa
e. Il est don
 indispensable de pouvoir béné�
ier fa
i-lement et rapidement d'un nombre important de surfa
es. De plus, les 
hamps éle
triques élevésutilisés (supérieurs à 106 V/m dans [82℄) peuvent perturber les solutions.Le peignage molé
ulaire 
onstitue une autre te
hnique permettant de déplier les molé
ulesd'ADN, [88, 89℄. Cette te
hnique permet d'étirer parallèlement un grand nombre de molé
ulesd'ADN sur une surfa
e. Le peignage est une te
hnique simple à mettre en ÷uvre puisqu'il nerequiert que l'utilisation de surfa
es hydrophobes et ne né
essite au
une modi�
ation 
himiquedes molé
ules d'ADN. En plaçant l'ADN à pH a
ide (pH=5,5), l'extrémité des molé
ules se dé-nature et peut s'an
rer à une surfa
e hydrophobe. Un ménisque air-eau en mouvement dépliealors l'ADN, et �
olle� la molé
ule à la surfa
e. Les molé
ules ainsi peignée peuvent servir desubstrat à des protéines. Deux études ont ainsi permis de mettre en éviden
e l'in
orporation denu
léotides �uores
ents par une polymérase à ADN [90℄ et à ARN [91℄. Néanmoins, le surétire-ment des molé
ules d'ADN et leurs nombreux points d'an
rage à la surfa
e limitent l'utilisationdu peignage pour l'étude des intera
tions ADN-protéines.Nous avons développé une nouvelle te
hnique, baptisée �étirement�, qui repose sur un prin-
ipe voisin du peignage sans en présenter ses in
onvénients. Cette te
hnique permet d'obtenirdes molé
ules d'ADN étirées, spé
i�quement atta
hées par leurs extrémités à une surfa
e. Lamajeure partie d'une molé
ule individuelle est libre, et située à une distan
e de l'ordre d'une
entaine de nanomètres de la surfa
e. De plus, les molé
ules ne sont pas surétirées, leur tauxd'étirement est de l'ordre de 70 pour 
ent. L'ensemble forme un substrat favorable à l'étude desintera
tions ADN/protéines par mi
ros
opie par onde évanes
ente, sous réserve que soient maî-
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tions non-spé
i�ques de l'ADN et des protéines ave
 la surfa
e, problème quenous aborderons plus tard. Nous allons maintenant dé
rire brièvement le dispositif expérimentalutilisé étirer l'ADN au voisinage d'une surfa
e, puis nous analyserons les �u
tuations transversesdes molé
ules ainsi étirées.3.2 Etirement de molé
ules d'ADN individuelles au voisinage d'une surfa
eMéthode d'étirementDans 
es expérien
es, nous avons utilisé l'ADN du ba
tériophage λ, un ADN 
ommer
ial de48502 paires de bases. Ces molé
ules ont été rendues �uores
entes par 
ouplage ave
 le YOYO-1.Nous avons utilisé des te
hniques d'épi�uores
en
e standard, sur un mi
ros
ope inversé.
(a) (b)

ADN

flux

(c)

Fig. 9 � Prin
ipe de l'étirement. (a) Les molé
ules d'ADN en solution peuvent s'a

ro
her àla surfa
e ; (b) un �ux hydrodynamique les déplie partiellement, (
) si la deuxième extrémités'a

ro
he, la molé
ule d'ADN est étirée.La te
hnique d'étirement que nous avons développée s'inspire du peignage tout en se dérou-lant intégralement en solution, à l'intérieur d'une 
avité à é
oulement. L'utilisation d'une lamehydrophobe (lamelle de mi
ros
ope re
ouverte de polystyrène par �spin-
oating� d'une solutionà 5 pour 
ent du polymère dans le toluène) et d'un pH soigneusement ajusté (pH= 5,5) per-mettent l'an
rage par leurs extrémités des molé
ules d'ADN à la surfa
e. Les molé
ules sontensuite dépliées à l'aide d'un �ux hydrodynamique ; au 
ours de 
ette phase, une partie des mo-lé
ules a

ro
hées à la surfa
e s'a

ro
hent par leur se
onde extrémité, formant ainsi des ar
hesqui persistent après la suppression du �ux (�gure 9).Cette te
hnique permet, tout 
omme le peignage, d'étirer parallèlement de nombreuses mo-lé
ules d'ADN. Les for
es exer
ées sur l'ADN par l'appli
ation d'un �ux hydrodynamique sontbeau
oup plus faibles (en général inférieures à 1 pN) que 
elles produites dans le 
as du pei-gnage par le passage d'un ménisque air-eau, l'ADN n'est don
 pas surétiré. L'ajustement du �uxappliqué durant la phase d'étirement des molé
ules permet de 
hoisir le taux d'étirement desmolé
ules étirées. De plus, 
ette te
hnique évite la formation de points d'an
rage multiples à lasurfa
e le long des molé
ules d'ADN. La plus grande partie de 
haque molé
ule étirée est don
libre et en moyenne éloignée de la surfa
e d'une distan
e qui est de l'ordre d'une 
entaine denanomètres. Cette te
hnique permet d'étirer des molé
ules d'ADN même si 
elles-
i ne sont pasentières, 
e qui est à la fois un avantage 
ar 
ela 
onduit à une densité élevée de molé
ules surla surfa
e et un in
onvénient 
ar la longueur des molé
ules étirées peut di�érer d'une molé
uleà l'autre. Le photoblan
himent des �uorophores utilisés pour marquer l'ADN (YOYO-1, SYBRGold) peut 
onduire à la photodestru
tion des molé
ules d'ADN. Dans le 
as de l'ADN étiré, lephotoblan
himent a un e�et 
onduit à la 
assure du double brin d'ADN (�gure 10). Nous avonsréduit le photoblan
himent en ajoutant à la solution un agent rédu
teur (DTT, dithiothreitol)et un mélange d'enzymes (glu
ose oxydase et 
atalase) éliminant l'oxygène présent en solution.



3 ACCROCHAGE ET DÉTECTION DE L'ADN SUR UNE SURFACE 17Nous avons pu ainsi observer des molé
ules d'ADN étirées pendant plusieurs minutes.RésultatsLes �lms réalisés montrent que seules les extrémités de l'ADN sont a

ro
hées à la surfa
e.En e�et, lorsque qu'une molé
ule 
asse sous l'e�et du photoblan
himent, l'ADN se rétra
te, etseules restent visibles les points d'an
rage (�gure 10). Après étirement, un rinçage de la 
avitéà é
oulement ave
 une solution de pH quel
onque n'a�e
te pas les molé
ules étirées. Comme lemontre la �gure 10(A), il est possible d'obtenir des densités importantes de molé
ules étirées.Cette densité peut être 
ontr�lée expérimentalement en ajustant la 
on
entration d'ADN utiliséeet sa durée d'intera
tion ave
 la surfa
e avant étirement.Si les �u
tuations longitudinales des molé
ules étirées ne sont pas a

essibles expérimenta-lement, les �u
tuations transverses le sont (�gure 10(B)), et nous en ferons l'analyse dans lapartie suivante. En�n, si les meilleurs résultats ont été obtenus sur des surfa
es 
ouvertes depolystyrène, il est possible d'étirer les molé
ules d'ADN sur d'autres surfa
es hydrophobes tellesque le PMMA.
5 µm(A) (B)

Fig. 10 � Molé
ule d'ADN étirée : (A) zone large. (B) extraits d'un �lm (5 s entre deux images) :la molé
ule d'ADN �u
tue sous l'e�et des �u
tuations thermiques puis 
asse sous l'e�et du photo-blan
himent. Après la 
assure, les deux fragments se rétra
tent vers les extrémités de la molé
ule,
e qui démontre qu'elle n'était an
rée à la surfa
e que par les extrémités.Analyse des �u
tuations transverses d'une molé
ule d'ADN étiréeOutre son intérêt intrinsèque, la 
ompréhension de la dynamique des molé
ules d'ADN étiréesest indispensable en vue des expérien
es ultérieures d'intera
tion ave
 les protéines. En e�et, lemouvement, expérimentalement a

essible, d'enzymes agissant sur des molé
ules étirées est une
ombinaison du mouvement des enzymes le long des molé
ules d'ADN et des �u
tuations desmolé
ules d'ADN étirées. La séparation de 
es deux 
ontributions ne peut être e�e
tuée que siont été au préalable 
ara
térisées les �u
tuations des molé
ules d'ADN étirées.Grâ
e à des expérien
es d'étirement de molé
ules individuelles d'ADN, l'élasti
ité de l'ADNa pu être mesurée et dé
rite [92, 93, 62℄ ave
 une ex
ellente pré
ision. On introduit pour 
ela lanotion de longueur de persistan
e Lp, distan
e 
ara
téristique sur laquelle est 
onservée l'orien-tation de l'ADN, qui vaut 50 nm environ (soit 150 paires de bases). Le modèle le plus à même derendre 
ompte des 
ourbes d'élasti
ité expérimentales de l'ADN est appelé "modèle du ver" [74℄.
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e à 
e modèle, il est possible de déterminer une formule d'interpolation, valable pour unfragment d'ADN de longueur L ≫ Lp donnant l'extension x de la molé
ule d'ADN en fon
tionde la for
e F exer
ée, ave
 une pré
ision arbitrairement grande [94, 62℄. Bou
hiat et al. se sontarrêtés à l'ordre 7, où l'é
art entre la formule d'interpolation et la valeur exa
te est inférieur à0.01 % [62℄. Cette formule peut être é
rite sous la forme F = k x f(x/L) a�n d'introduire la fon
-tion f , qui ne dépend que du taux d'étirement x/L des molé
ules et qui traduit la non-linéaritéde l'élasti
ité de l'ADN (limx→0 f(x) = 1) :
F = k x f

(x

L

)

avec k =
3 kBT

L Lp
, f

(x

L

)

=
2

3
+

L

6x

(

1

(1 − x/L)2
− 1

)

+
2

3

7
∑

i=2

ai

(x

L

)i−1
, (2)et a2=-0.5164228, a3=-2.737418, a4=16.07497, a5=-38.87607, a6=39.49944, a7=-14.17718.Pour analyser nos expérien
es, nous avons dé
omposé les molé
ules d'ADN en un ensemble debilles et de ressorts, une modélisation très 
lassique en physique des polymères [85, 95, 96, 97℄. Lesmolé
ules d'ADN (de longueur totale L) sont divisées en N sous-molé
ules de longueur de 
ontour

L0 
ha
une 
onne
tées entre elles par des "billes" mobiles au 
ours du temps. Le mouvement de
haque bille a été dé
rit par une équation de Langevin. Deux billes su

essives sont 
ouplées parla for
e (2). L'intera
tion d'une bille ave
 le solvant est dé
rite par un mouvement Brownien.Le système d'équations obtenu possède des solutions analytiques si les ressorts sont linéaires.Bien que l'élasti
ité de l'ADN, dé
rite par le "modèle du ver", soit non-linéaire, il est possibled'appliquer un modèle linéaire à 
ondition que le taux d'étirement R/L, où R est la distan
eentre les extrémités de l'ADN étiré, soit su�samment élevé. Dans 
e 
as en e�et, le mouvementde 
haque bille autour de sa position d'équilibre a lieu sur des distan
es très petites devant ladistan
e entre deux billes 
onsé
utives. Par 
onséquent, le taux d'étirement de 
haque segmentvarie peu au 
ours du temps, de sorte que f(z/L0) peut être rempla
é par f(R/L). Si l'ondé
ompose le mouvement transverse en modes de Fourier :
NXp(t) =

N
∑

n=1

xn(t) sin npπ/N,
haque mode Xp est 
ara
térisé par une fon
tion d'auto
orrélation exponentielle :
< Xp(t)Xp(0) >=< X2

p > exp(−t/τp) > . (3)Les amplitudes quadratiques et les temps de 
orrélation des �u
tuations sont donnés par :
< X2

p >=
LLp

2π2p2f(R/L)
; τp =

8ηLpL
2

3π ln(L0/d)kBTp2f(R/L)
. (4)Le détail des 
al
uls 
onduisant à 
es résultats est présenté dans la thèse d'A. Crut. Nosrésultats expérimentaux sont en bon a

ord ave
 
es prévisions, au moins qualitativement. La�gure (�gure 11) représente les fon
tions d'auto
orrélation des trois premiers modes, évaluéespour un �lm typique dont la durée est de l'ordre de la minute, à raison d'une image touteles 20 ms. Ces fon
tions d'auto
orrélation ont été interpolées ave
 des fon
tions exponentielles,dont on peut déduire amplitudes quadratiques et temps de 
orrélation. La longueur R séparantles extrémités de la molé
ule d'ADN a été mesurée sur la première image du �lm. Sur 
haqueimage, le 
ontour des molé
ules d'ADN a été interpolé à l'aide du programme fourni par Vin
entCroquette. Ce 
ontour a ensuite été dé
omposé en modes de Fourier.
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Fig. 11 � Fon
tions d'auto
orrélation obtenues à partir des données expérimentales pour lesmodes p=1 (¥), p=2 (N) and p=3 (◦). Courbe : interpolation exponentielle pour p=1.En analysant l'ensemble des �lms (45 �lms), nous avons obtenu des résultats pour les am-plitudes quadratiques et les temps de 
orrélation qui, s'ils sont du même ordre de grandeur que
eux données par formules 
i-dessus, sont malgré tout di�érents. Les distributions de 
es gran-deurs sont de plus larges. Ces é
arts proviennent des 
assures que peuvent subir les molé
ulesd'ADN pendant le pro
essus d'étirement. Ces 
assures réduisent leur longueur et a�e
tent don
les 
ara
téristiques de leurs �u
tuations transverses. Expérimentalement, elles peuvent être 
au-sées par la photodestru
tion des �uorophores sur l'ADN, ou par l'étirement d'un é
hantillon demolé
ules d'ADN présentant des 
assures simple brin (
omme 
'est probablement le 
as pourl'ADN 
ommer
ial utilisé), don
 beau
oup plus fragiles. La taille des molé
ules peut 
ependantêtre estimée à partir de l'amplitude des �u
tuations, et la validité du modèle peut être ensuitevéri�ée par l'analyse des temps de 
orrélation expérimentaux. Le le
teur est renvoyé à l'arti
leen annexe ou à la thèse d'A. Crut pour les analyses et dis
ussions a�érentes. Finalement, lesrésultats expérimentaux obtenus, lorsque les di�érentes longueurs de l'ADN étiré sont prises en
ompte, sont en très bon a

ord ave
 le modèle proposé. L'étude de l'amplitude des �u
tuationstransverses permet une mesure indire
te de la taille des molé
ules d'ADN, et l'analyse du tempsd'auto
orrélation du premier mode met en lumière l'e�et des non-linéarités de l'ADN, 
onformé-ment au modèle bille-ressort utilisé. Nos résultats appuient 
eux du groupe de S. Chu, qui s'étaitintéressé aux �u
tuations transverses de molé
ules d'ADN λ dont 
haque extrémité avait été�xée dans un piège optique, à 
ondition de prendre en 
ompte un fa
teur d'environ 20 dans lesvis
osités, les expérien
es de S. Chu ayant été réalisées dans des solutions très visqueuses 
onte-nant 70 % de gly
érol [98℄. Tous 
es résultats seront indispensables à l'analyse du mouvementd'enzymes sur l'ADN étiré.
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Transverse fluctuations of single DNA molecules attached at both extremities to a surface
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We present a simple method to stretch DNA molecules close to a surface without any chemical modification
of either the molecules or the surface. By adjusting thepH of the solution, only the extremities of DNA
molecules are tethered to a glass coverslip made hydrophobic, while stretching is achieved using a hydrody-
namic flow. These extended molecules provide a very favorable template for DNA-protein interaction studies
by purely optical means. Pursuing these experiments requires first a full characterization of the thermally
driven fluctuations of the tethered DNA molecules. For this purpose, these fluctuations were recorded by
fluorescence microscopy and were analyzed in terms of normal modes. Our experimental results are well
described by a model accounting for the nonlinear elastic behavior of the chain. Remarkably, the proximity of
the molecules to a rigid surface does not alter the main features of their dynamics, and our results are in
agreement with previous studies on extended DNA in viscous solutions.

DOI: 10.1103/PhysRevE.67.051910 PACS number~s!: 82.37.Rs, 83.10.Mj, 87.15.He, 87.15.Ya
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I. INTRODUCTION

Over the past several years, methods intended to man
late single DNA molecules have been extensively develop
Most of them were aimed at studying the physical proper
of these natural polymers as well as their interactions w
their environment. Recently, many physicists working
DNA have shown growing interest in studying interactio
between DNA and proteins such as enzymes. Advance
micromanipulation techniques have enabled the observa
of enzymatic action by microscopy@1,2# and the measure
ment of forces exerted by individual enzymes on DNA, u
ing, notably, magnetic beads or optical tweezers@3–5# and
elongation in a flow@6#. The visualization of a single fluo
rescently labeled protein interacting with DNA remain
however, an experimental challenge. Only a few groups h
combined micromanipulation of DNA molecules and visu
ization of a single labeled enzyme@7,8#, but at the cost of
complex experimental approaches.

In most of these experiments, the stretching of DNA m
ecules is first required. This usually involves either hig
frequency ac fields, which allow stretched molecules to
positioned close to a surface@9#, or the use of at least on
bead coupled to one extremity of the molecule@3–5#. Elec-
trostatic stretch and positioning of DNA is an efficient tec
nique, which nevertheless requires the fabrication
vacuum-evaporated microelectrodes. Additional outerm
electrodes and chemical modification of both DNA and s
face are apparently necessary to ensure the success o
technique@9#. Such relatively complicated surface modific
tions might be a serious limitation on this method when u
in experiments involving DNA and proteins. The finalizatio

*Unité de Recherche de l’Ecole Normale Supe´rieure et de
l’Université Pierre et Marie Curie, associe´e au CNRS.

†Unité de Recherche de l’Ecole Normale Supe´rieure et des Uni-
versités Paris 6 et Paris 7, associe´e au CNRS.
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of protocols in these experiments indeed requires repeti
tests, which usually spoil the surfaces. Manipulation of DN
through surface modification should therefore avoid comp
processes.

An alternative method of positioning and stretching DN
involves micrometer-sized beads, which are biochemica
coupled to one or both extremities of the molecule. T
technique is very fruitful but, unfortunately, the beads ma
the detection of a single fluorescent molecule difficult. Wh
in epifluorescence they act as strong light scatterers, t
size does not enable DNA to be set close to a surface
therefore prevents the use of evanescent wave microsc
~except with Yanagida’s approach@8#!.

In contrast, another technique, molecular combing, allo
DNA molecules to be stretched on a surface without a
chemical modification of either the molecule or the surfa
@10#. Recently, molecular combing was successfully appl
to gene mapping usingin situ hybridization@11# or restric-
tion enzymes@12#. The drawbacks to this method are a
overstretching of the molecules~about 150% of the initial
contour length! and a strong interaction between DNA an
surface, which, among other effects, inhibit the motion
enzymes along the backbone of the molecule. This techn
was recently adapted to study transcription of extended D
by a single RNA polymerase~RNAp! @13#. In this experi-
ment, fluorescent nucleotides allowed newly synthesi
RNA fragments to be detected by microscopy. Even if t
dynamics of the protein were not observed, the authors c
vincingly demonstrated that an enzyme could work on DN
molecules stretched close to a surface. At this point,
experiment still suffers from some limitations. The me
length of molecules is difficult to adjust and it is close to t
contour length of DNA. Such high stretching may alter t
features of the transcription as well as those of other biolo
cal processes. Furthermore, several randomly distributed
face attachment points along combed molecules proba
stopped the activity of the RNAp, and would certainly pr
vent the activity of other proteins.
©2003 The American Physical Society10-1
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II. EXPERIMENTAL APPROACH

Combining molecular combing and elongation in a flo
we developed a technique that allows us to tether only
two extremities of the DNA molecules to the surface.
achieve this tethering, we adjusted thepH of the solution
containing DNA around 6 so that one end of a molec
would attach to a hydrophobic surface, a glass cover
coated with polystyrene@14#. The molecule was nex
stretched using a hydrodynamic flow, which was maintain
for a few seconds. The unbound extremity was then likely
stick to the surface~Fig. 1!. Although the best results wer
obtained using polystyrene coated coverslips, this tethe
was also achieved when using coverslips coated with PM
~polymethylmethacrylate!, PDMS ~polydimethylsiloxane! or
even a 150-mm-thick polystyrene sheet.

Crucially, it is possible, without untethering the mo
ecules, to change the initial acidic morpholinoethanesulfo
~MES! acid solution for another with physiologicalpH,
more appropriate to DNA-protein experiments (pH ranging
from 7.0 to 8.0!. In general, successive buffer exchang
could be done when sufficiently gentle flows were appli
The strength of the attachment of the extremities of the m
ecules, the absence of attachment points along the DNA
well as the simplicity and the reproducibility of the expe

FIG. 1. Schematic representation of the experiment. DNA m
ecules were attached to a 22-mm-diameter glass coverslip, w
formed one of the walls of a flow cell. The coverslip had be
previously coated with polystyrene~5% solution in toluene! to
make it hydrophobic. The gap between the two walls of the fl
chamber was about 150mm. The cell was first incubated with 5
mM MES buffer,pH56.0, for a few minutes. A solution ofl DNA
in the same buffer was then injected with a flow rate of 2 ml/m
Fluorescent labeling ofl DNA was achieved by using the interca
lating dye YOYO-1~Molecular Probes!. ThepH of the solution was
adjusted between 5.8 and 6.0 for optimal sticking of the DNA
tremities. At lower pH, nonspecific sticking occurred along th
molecules. After a few minutes, the cell was rinsed with the buf
1% b-mercaptoethanol, 200mg/ml glucose oxidase, 40mg/ml
catalase, and 5 mg/ml glucose were added to the buffer to minim
photobleaching. The experiments were performed at room temp
ture. The chamber was placed on the top of an inverted microsc
~Olympus! equipped with a X60 1.45 numerical aperture oil imme
sion objective. The stretched molecules were visualized using
intensified charge coupled device~CCD! camera~Pentamax, Roper
Scientific!.
05191
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mental protocol, make this method particularly attracti
when compared with techniques previously mentioned.

We worked withl-bacteriophage DNA (l DNA!, a 48,
502 base-pair molecule with anL516 mm contour length.
Fluorescent labeling ofl DNA was achieved by using the
intercalating dye YOYO-1~Molecular Probes!, at a ratio of
ten base pairs per dye molecule. This process increase
contour length of the molecule, which is about 18mm after
staining @6#. It results in only slight changes in the initia
persistence lengthLp of DNA, about 50 nm@15#. We noticed
that the labeling of DNA by YOYO-1 is reversible, con
trolled by the presence of Mg21 ions. Exchanging initial
buffer with a solution containing Mg21 ions ~concentration
above 5 mM!, we observed that the fluorescence vanish
and did not reappear after injection of the initial buffer.
subsequent addition of YOYO-1 in a Mg21 free solution
allows DNA to be stained again.

The stretched molecules were observed by fluoresce
microscopy, and we recorded 45 films using an intensifi
CCD camera~Fig. 2!. The duration of a film was typically 10
s ~with a time resolution of 20 ms!, often limited by pho-
tobleaching. We measured on the first image of each film
end-to-end distanceR of the attached molecules. The ob
tained valueR57.762.3 mm corresponds to a relative ex
tension ofR/L50.4360.13. We deduced from this exten
sion the tension experienced by the molecules, whose v
can be calculated in the wormlike chain~WLC! model @16#
and estimated using a polynomial approximation@17#. A
relative extension of 0.5~0.7! is associated with a tension o
0.10 pN ~0.25 pN!. This tension is much smaller than th
force experienced by DNA during molecular combing, abo
500 pN @10#. A structural transition of the molecule durin
the process@18,19# is then prevented. In addition, this ten
sion is weak compared with those exerted by enzym
which is in the pN range@20#, so that this moderate stretch
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FIG. 2. ~a!–~f!: Thermally driven transverse fluctuations of
DNA molecule. The time between two consecutive frames is ab
1 s.~g! and~h!: The chain breaks, probably due to the photoblea
ing of the intercalating dyes and retracts because of the elastici
the polymer. The time between these two frames is 100 ms.~i!:
Only the extremities of the molecule are stuck to the surface and
still visible.
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ing should not interfere with their action.
In addition, the estimated extensionR/L can be compared

to previous experiments in which molecules were tethere
a surface and were stretched using a shear flow@6,21,22#. In
our experiments, the Weissenberg numberWi @22#, which
characterizes the strength of the shear flow, ranged betw
20 and 50. Based on previous experimental results, it sh
have yielded a relative extension between 0.5 and 0.7, la
than our measured values. This discrepancy is discusse
the last part of this paper.

III. TRANSVERSE FLUCTUATIONS

Due to the interactions with the buffer, stretched m
ecules exhibit thermally driven fluctuations, which were
sualized in real time~Fig. 2!. Full characterization of thes
fluctuations is essential for DNA-protein interaction expe
ments. For instance, the relative motion of an enzyme slid
or working on DNA needs to be differentiated from the ove
all motion that includes fluctuations of the chain. Simil
fluctuations were observed in experiments involving DN
suspended in solution@23#. In these experiments, each e
tremity of a molecule was attached to a polystyrene sph
trapped in a double-optical tweezer. Recorded fluctuati
were analyzed in terms of normal modes and it was sho
that this analysis accounted for experimental results. The
namics properties of extended DNA in solution were furth
studied@24# by taking into account the effects of tension a
hydrodynamics on the fundamental relaxation time of
polymer. We follow a similar analysis in this paper. The ma
physical differences in our experiments are~i! molecules are
close to a rigid surface and~ii ! the viscosity of the buffer is
about that of water@25#. We deduce from a simple mode
accounting for nonlinear processes involved in the dynam
of the chain, analytical expressions for both amplitudes
correlation times. We then compare our experimental res
with this model and with numerical simulations.

In order to analyze transverse fluctuations of DNA m
ecules, we used a ‘‘bead and spring’’ model, a common w
to study polymer dynamics@26#. A DNA molecule is divided
into N submolecules, called ‘‘springs’’ because of their e
tropic elasticity, which are connected by beads. The num
N is chosen so thatL@L0@Lp , whereL05L/N is the length
of a spring. The beads at the two ends of the stretched m
ecule are fixed, separated by lengthR. Although in our ex-
periment the motion of the molecule is limited to the ha
plane upon the surface, we neglect here this constrain
Langevin equation is written for each bead

zvn5Tn21→n1Tn11→n1Ln , ~1!

whereTn21→n is the elastic force exerted by the (n21)th
bead on thenth bead. In the WLC model, the modulus of th
force can be expressed asT(r )5k r f (r /L0), where k
53kBT/2LpL0 is a spring constant~entropic elasticity of an
ideal chain!, r is the distance between two adjoining bea
and f (r /L0) is a function that accounts for the nonline
elasticity of the chain@17,27,28#
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The friction force-zvn , wherez is the friction coefficient of
a submolecule, andvn the velocity of thenth bead, is related
to the random forceLn through the fluctuation-dissipatio
theorem @26# ^Ln,i(t)Ln8, j (t8)&52zkBTd i j dnn8d(t82t),
where i and j denote two components ofLn . The friction
coefficient z has a complex dependence on the polyme
length and extension@24,29#. Because of the high stretchin
rate in our experiments, we use an expression forz, which
corresponds to transverse friction over a rod of lengthL0 and
diameterd @26# z54phL0 /ln(L0 /d), whereh is the viscos-
ity of the solvent~about 1023 kg m21 s21) and d is the di-
ameter of DNA~about 1 nm!. In practice, the values ofz for
the coil and rod states are quite similar, and the nonlinea
of DNA elasticity has a much stronger effect than hydrod
namics on fluctuations@24,29#.

To solve the set of nonlinear coupled equations~1!, we
assume that the mean distanceR/N between two adjoining
beads is large compared to the amplitudes of the transv
and longitudinal fluctuations, so thatf (r /L0). f (R/L). Due
to this approximation, our analysis differs slightly from th
described in Ref.@24# and analytic results are then availabl
Equation~1! then becomes linear, and corresponds to be
connected by Hookean springs with a constantk f(R/L).
These equations may be solved by decomposing the mo
into normal modesNXp(t)5(n51

N xn(t)sin(npp/N), where
xn(t) denotes the transverse position of thenth bead. Each
mode is characterized by its autocorrelation function@26#

^Xp~ t !Xp~0!&5^Xp
2&exp~2t/tp!, ~3!

where the quadratic amplitude^Xp
2& and the correlation time

tp are given by

^Xp
2&5

Lp

3p2p2

L

f ~R/L !
, ~4!

tp5
8hLp

3p ln~L0 /d!kBTp2

L2

f ~R/L !
. ~5!

The 1/f (R/L) dependence of both the amplitude and tim
correlation is the expression of the nonlinear elastic~WLC!
behavior of the DNA molecules. The quadratic amplitude
modep does not depend on the number of beads and spr
and decreases as 1/p2. The correlation time decrease
equally as 1/p2, but depends slightly onL0. For a given
modep, tp and ^Xp

2& are related throughNz^Xp
2&5kBTtp/2

as the timetp is needed for the friction to dissipatekBT/2.

IV. EXPERIMENTAL RESULTS

This normal-mode decomposition using the sine basis
been shown to be a good approximation to describe the
namics of an extended polymer in a solution@23# and we
assumed that this was still the case in our experiments.
position of the molecule was interpolated for each frame
0-3
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the data films and the coefficientXp(t) and the related auto
correlation function were evaluated for the first three mo
~Fig. 3!. As predicted by the model, the shape of the au
correlation function is exponential. For each film, we es
matedtp by interpolating the data with exponential functio
for at least the first two modes~the decay time of the third
mode is on the order of the time resolution!.

Averaging over all the films leads to the following resul
^X1

2&51.02(60.46)31022 mm2, ^X2
2&50.28(60.18)

31022 mm2, ^X3
2&50.11(60.10)31022 mm2, t15101

654 ms, andt2537620 ms. The correlation times are i
good agreement with those reported for DNA molecules
tended in solution@23#, taking into account a factor about 2
between the viscosities involved in both experiments. T
distributions of both amplitude and correlation time a
broad, as illustrated for the first mode@Fig. 4~a!#. This cannot
be attributed only to the dispersion of the relative extensi
R/L, which would lead to a width of the distributions on th
order of 20% of their mean values. This point is discussed
the last part of this paper.

For a given molecule, the ratio between two quadra
amplitudes or correlation times for different modes depe
on p2 but not onL, nor on R/L. In our experiments, the
ratios ^X1

2&/^X2
2& and ^X1

2&/^X3
2& are, respectively, equal t

4.261.0 @Fig. 4~b!# and 10.963.4, in agreement with the
expected values 4 and 9. The ratio between the timest1 and
t2 is 2.960.9, close to the expected value 4.

We compared the measured values of both amplitude
correlation time for the first mode with those expected fro
our bead and spring model. ForR/L50.43, f (R/L) is ap-

FIG. 3. Evaluation of̂ Xp(0)Xp(t)& for p51 (j), p52 (m),
andp53(s) from our experimental data. Line: exponential fit fo
p51.

FIG. 4. Distribution of~a! amplitudes for the modep51 and~b!
ratios of the quadratic amplitudes^X1

2&/^X2
2&.
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proximately equal to 1.5, and the model leads to^X1
2&52

31022 mm2 andt1.330 ms, values that are larger than o
experimental results. To account for this discrepancy, we
sumed that molecules may have broken during the exp
ments. Direct observation of DNA molecules supports t
hypothesis, which would furthermore explain the small me
extensionR measured, as well as the broad distributions
ported for both amplitudes and correlation times. Damage
molecules might result from residual photobleaching or d
ing injection in the flow cell.

Under the assumption that DNA molecules may have d
ferent lengths, we determined for each of them its cont
lengthLe . For that purpose, we used the experimental va
of the quadratic amplitudêX1

2& and the measured end-to-en
distanceR. These two quantities enabled us to directly der
Le from relation ~4!, assuming that our model provides
reliable expression for the quadratic amplitude of the o
served fluctuations. Amplitudes are suitable for this analy
because they do not depend on the hydrodynamic par
eters, unlike time correlations. Most of the contour leng
Le were found to be smaller than 18mm in accordance with
our assumption~Fig. 5!. We then deduced the relative exte
sion R/Le for each molecule and calculated its mean va
R/Le50.69(60.10). This value is larger than that calculat
with a constant contour length and is consistent with th
expected from estimated Weisenberg numbers. In addit
the standard deviation is smaller than previously, illustrat
a good control of the strength of the shear flow in our e
periments.

We then plottedt1 /Le
2 as a function ofR/Le ~Fig. 6!.

Experimental values strongly decrease withR/Le , demon-
strating the crucial role of nonlinearities in the chain dyna
ics. Furthermore, our results correlate with the 1/f (R/L)
shape predicted by our bead and spring model.

V. NUMERICAL SIMULATIONS

To estimate the pertinence of the assumption underly
our analysis~i.e., the mean distanceR/N between two adja-
cent beads is large compared to the amplitude of the tra
verse and longitudinal fluctuations! as well as to partially

FIG. 5. j: estimated lengthLe as a function of the distanceR.
Le is derived from the experimental values of the quadratic am
tude ^X1

2& and the end-to-end distanceR ~measured on the firs
image of each film!. The estimated length is proportional toR,
illustrating a moderately dispersed relative extension.
0-4
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estimate the role played by the surface, we performed si
lations. They were computed using ten submolecules~we
checked that simulations with a larger number of beads g
the same results!. The elasticity of each submolecule wa
calculated using the nonlinear expression of the funct
f (r /L0). The surface can alter the dynamics of the molec
in two distinct ways:~i! a mechanical effect, the motion o
the molecule being restricted to a half space;~ii ! a hydrody-
namical effect, through a modification of the properties
the fluid surrounding the molecule. While the latter, comp
and beyond the scope of this paper, was not included in
simulations, we took the former into account by consider
the surface as an infinite potential on which beads boun
elastically. Interestingly, we did not find it had noticeab
effects on the results of the simulations, either in the am
tude or in the correlation time. As long asR/L>0.5, the
numerical results differed by less than 10% from the res
provided by the model~Fig. 6!. In the low-extension limit,
which was not experimentally explored, the amplitude of
fluctuations is not small compared toR/N, and f (r /L0) can-
not be approximated byf (R/L).

VI. CONCLUSION

We report a simple and efficient method to attach a
stretch DNA molecules to a surface without chemical mo

FIG. 6. j: t1 /Le
2 as a function ofR/Le . The continuous line is

the result of the bead and spring model.s: numerical simulations
of t1 /L2 as a function ofR/L ~calculated forL518 mm). To fit our
data, the same multiplicative factor 1.6 was applied to both
results of the model and the simulation. This factor is likely due
a limited knowledge of the hydrodynamic parameters, which
probably altered by the proximity to the surface.
C

k,
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fication of either the molecule or the surface. This meth
can be applied to various hydrophobic surfaces, such
polystyrene, PMMA, or PDMS. This last point is of particu
lar interest, since more and more experiments are pursue
microfluidic environment involving home-made PDMS cav
ties. The possibility of observing several extended molecu
simultaneously on the same surface could lead to para
analyses of biological processes. Furthermore, the simpli
and the reproducibility of this method make it particular
attractive when compared with usual techniques involving
fields or micrometer-sized beads.

We recorded the thermally driven fluctuations of t
stretched molecules, which are described and analyze
terms of normal modes. We deduced from the amplitude
these fluctuations the length of extended molecules. We t
showed that the dependence of the first mode correla
time on relative extension is in agreement with a model t
ing into account the nonlinearities of the chain, an essen
point for understanding the transverse fluctuations of
polymers. These results are in good agreement with prev
studies, where DNA molecules were extended in a visc
solution. Performing numerical simulations, we confirm
that the proximity of the molecules to a rigid surface do
not significantly alter the main features of their dynamics

This experimental technique and our analysis should
useful in the future study of DNA-protein interactions.
main feature of our system is that the free part of the tethe
DNA is in average a few hundred nanometers from the c
erslip. Although the DNA molecule may get closer owing
thermally driven fluctuations, we expect this proximity to b
momentary and the surface interaction to be weak enoug
preserve the activity of a molecular complex. Furthermo
the mean distance between DNA and the surface being
the order of an optical wavelength, our method is w
adapted for the visualization by evanescent-wave micr
copy of enzymes moving along DNA. This ability is sp
cially appealing since the concentration of fluorescently
beled enzymes can be kept high enough to ensure D
protein interactions, while maintaining single molecu
sensitivity.
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3 ACCROCHAGE ET DÉTECTION DE L'ADN SUR UNE SURFACE 203.3 Déte
tion de l'ADN à l'aide de nano
ristaux semi-
ondu
teursCette étude, menée en 
ollaboration ave
 Christophe Es
udé, se proposait de déte
ter desmolé
ules d'ADN peignées en atta
hant des NCs à leurs extrémités. La déte
tion de longuesmolé
ules d'ADN (plusieurs kilobases) ave
 des NCs n'avait jamais été réalisée auparavant ànotre 
onnaissan
e. Ce mode de déte
tion présente de nombreux avantages par rapport à unedéte
tion utilisant des �uorophores organiques, 
omme un inter
alant (YOYO-1) ou une molé
ules'insérant dans un sillon de l'ADN (SYBR) :
• Le photoblan
himent des 
omposés organiques limite la durée d'observation des molé
ulesd'ADN et 
onduit à leur 
assure. La durée d'observation des molé
ules d'ADN peut êtreaugmentée en éliminant l'oxygène présent en solution. Néanmoins, la durée maximale d'ob-servation reste limitée à quelques minutes, et 
e système n'agit pas dans toutes les 
onditionsexpérimentales ; son e�
a
ité est par exemple très réduite à des pH ≥ 8.
• L'intera
tion de 
es �uorophores ave
 l'ADN est d'origine éle
trostatique. Il est don
 a�e
tépar la salinité de la solution utilisée. Nous avons observé que le YOYO-1 et le SYBR neteintent plus l'ADN pour des 
on
entrations de Mg2+ supérieures à 5 mM et en NaClsupérieures à 200 mM. Or 
es ions sont indispensables à l'a
tion de très nombreuses enzymeset à leur étude.
• Les molé
ules d'ADN liées à des �uorophores subissent des modi�
ations stru
turelles,éle
trostatiques et mé
aniques. L'intera
tion ADN-protéine dans 
es nouvelles 
onditionspeut alors être modi�ée, voire empê
hée [99, 100℄.Dans la se
tion suivante, nous verrons que nous sommes néanmoins parvenus à observer l'in-tera
tion d'E
oRV ave
 un ADN marqué au SYBR Gold. Nous nous sommes pla
és dans des
onditions parti
ulières pour 
ela. En e�et, nous n'avons pas eu besoin d'observer l'ADN de ma-nière prolongée, et nous avons utilisé un �uorophore (le SYBR Gold) qui n'empê
he pas l'a
tiond'E
oRV, dans des 
onditions salines 
ompatibles ave
 la visualisation de l'ADN (faible salinité,pas de Mg2+). Néanmoins, l'étude des intera
tions ADN-protéines pourrait devenir probléma-tique ave
 d'autres protéines ou ave
 des solutions utilisées di�érentes, notamment en présen
ed'ions Mg2+ à des 
on
entrations pro
hes des 
on
entrations 
ellulaires, de l'ordre de 10 mM.Notre méthode de déte
tion des molé
ules d'ADN permet de s'a�ran
hir des problèmes réperto-riés 
i-dessus. Nous avons pour 
ela synthétisé des molé
ules d'ADN modi�ées 
himiquement àleurs extrémités. Après peignage, 
es extrémités peuvent être déte
tées à l'aide de nano
ristaux.Les 
ouleurs des NCs utilisés peuvent être di�érentes, de manière à déterminer l'orientation desmolé
ules.Substrat ADNLa déte
tion de molé
ules d'ADN par des NCs né
essite la 
on
eption et la fabri
ation desubstrats d'ADN dont les extrémités ont une a�nité forte pour les NCs. Nous avons don
 liguédes fragments d'ADN (d'environ 500 kilobases) 
ontenant des nu
léotides modi�és (ave
 biotineou digoxigénine) aux extrémités des molé
ules d'ADN d'intérêt. Après peignage, 
es fragmentspeuvent ensuite être révélés grâ
e à des NCs 
ouverts de streptavidine (notés NCs-streptavidine)ou des NCs 
ouverts d'anti
orps. Notre proto
ole permet de 
ontr�ler la taille des fragmentsligués, et o�re également la possibilité d'in
orporer un nombre élevé et 
onnu de nu
léotidesmodi�és. Il a don
 été préféré à d'autres proto
oles plus 
ourts, 
omme la polymérisation dire
te,par une polymérase de Klenow, de quelques nu
léotides modi�és aux extrémités des molé
ulesd'ADN, qui ne présentaient pas 
es avantages. Le le
teur trouvera les proto
oles détaillés dans



3 ACCROCHAGE ET DÉTECTION DE L'ADN SUR UNE SURFACE 21l'arti
le 
orrespondant en annexe.Atta
hement des NCs sur les molé
ules d'ADN peignéesDeux voies s'o�raient à nous au début de 
e projet : atta
her des NCs aux extrémités del'ADN puis peigner 
es molé
ules (1), ou pro
éder dans l'ordre inverse et atta
her des NCs sur desmolé
ules déjà peignées (2). La réalisation de (1) nous a semblé présenter des obsta
les beau
oupplus grands que 
elle de (2). En e�et, un nano
ristal étant sus
eptible de se lier ave
 plusieursgroupements biotine (pouvant appartenir à des extrémités de molé
ules d'ADN di�érentes),l'expérien
e doit être 
onduite en large ex
ès de NCs pour éviter le 
ross-linking des molé
ulesd'ADN 
e qui pose le déli
at problème de leur puri�
ation ultérieure. De plus, il est expérimen-talement di�
ile de trouver des 
onditions dans lesquelles on puisse peigner les molé
ules d'ADNtout en évitant une intera
tion importante des NCs ave
 la surfa
e. Une fois 
onçu et fabriquél'ADN dé
rit pré
édemment, le proto
ole (2) ne présente plus qu'une di�
ulté : déterminer des
onditions expérimentales dans lesquelles l'adsorption non-spé
i�que des NCs est la plus faiblepossible.Traitement des lames 
ontre l'adsorption non spé
i�que des nano
ristaux
(a) (b) (c)

Fig. 12 � Adsorption des nano
ristaux-streptavidine 605 nm sur des lames sans/ave
 traitementdes lames ave
 une solution de 
aséine. Dans les 3 
as les lames sont re
ouvertes pendant 10min de 100 µl d'une solution de nano
ristaux (à 2 nM dans le tampon Borate 40 mM pH 8.3,NaCl 100 mM) puis rin
ées ave
 le tampon Borate 40 mM pH 8.3. (a) En l'absen
e de traitementpréalable, la lame de verre+polystyrène est re
ouverte de nano
ristaux (b) Après un traitement dela lame ave
 1.5 mg/ml de "Blo
king Reagent", seuls quelques spots de nano
ristaux sont visiblessur la surfa
e (
) Quand le "Blo
king Reagent" est en plus ajouté (à 0.3 mg/ml) dans la solutionde nano
ristaux, l'adsorption non-spé
i�que des nano
ristaux est quasiment supprimée.En l'absen
e de traitement, les NCs s'adsorbent massivement sur les surfa
es, aussi bien hydro-philes (lame de verre non traitée) qu'hydrophobes (lame de verre re
ouverte de polystyrène). Uneétape de traitement des surfa
es est don
 né
essaire. Les premiers essais utilisant des solutionsdiluées de BSA ou le "tampon d'in
ubation" fourni et re
ommandé par Quantum Dots Corpora-tion ont 
onduit à des résultats peu 
on
luants. En revan
he, l'utilisation de solutions diluées de
aséine ("Blo
king Reagent", Ro
he) supprime presque entièrement l'adsorption non-spé
i�quedes nano
ristaux sur la surfa
e (�gure 12).
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ubation et rinçage, nous sommes parvenus à marquer spé
i�quement les extrémitésde l'ADN peigné. Des images réalisées à partir de molé
ules d'ADN présentant une extrémitébiotine, une extrémité digoxigénine, deux extrémités biotine ou une extrémité biotine et uneextrémité digoxigénine sont représentées sur la �gure 13. La �gure 14 illustre la di�éren
e dephotostabilité d'un �uorophore organique 
omme le YOYO-1 et des nano
ristaux. La �uores
en
edes molé
ules d'ADN teintées au YOYO-1 dé
roît progressivement au 
ours du temps, alors que
e n'est pas le 
as pour les nano
ristaux.
10 µmFig. 13 � Déte
tion des molé
ules d'ADN peignées (images superposées d'ADN et NC). L'ADNest marqué au YOYO-1 (en vert). Les extrémités biotine sont déte
tées ave
 des NCs-streptavidine565 (D) ou 605 (A et C) (en rouge). Les extrémités digoxigénine sont déte
tées ave
 de l'anti-digoxigénine de souris puis des NC anti-souris 655 (B et D) (en bleu). Quatre types d'ADN ontété utilisés : une extrémité biotine (A), une extrémité digoxigénine (B), deux extrémités biotine(C), une extrémité biotine et une extrémité digoxigénine (D)(barres : 10 µm).

10 µmFig. 14 � Observation simultanée de molé
ules d'ADN et de nano
ristaux. Les molé
ules d'ADNont été liguées à deux extrémités biotine, marquées au YOYO-1 et peignées. Les extrémités sontdéte
tées ave
 des nano
ristaux streptavidine à 605 nm. Un �lm de 60 images (temps d'exposi-tion : 1 s) est réalisé au moyen d'un �ltre d'émission passe-long. Comme le montrent les imagesextraites de 
e �lm, la �uores
en
e des molé
ules d'ADN marquées au YOYO-1 diminue au 
oursdu temps (�è
hes) et ne peut plus être observée après quelques dizaines de se
ondes, alors que lesNCs (triangles) ne sont sujets qu'à un 
lignotement intermittent.Nous avons déterminé, pour 
haque type de 
ouplage, l'e�
a
ité de déte
tion de l'ADN peignéen 
olo
alisant NCs et ADN marqué au SyBr. Lorsque l'ADN possède une seule extrémité biotine,environ 60 % des molé
ules peignées sont marquées ave
 un nano
ristal. Dans 90% des 
as, lesNCs 
olo
alisés ave
 l'extrémité d'une molé
ule d'ADN sont situés à son extrémité supérieure,
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ro
hée à la surfa
e pendant le pro
essus de peignage. Cetteobservation suggère que les extrémités modi�ées s'a

ro
hent de manière privilégiée à la surfa
e.Un tel e�et avait déjà été observé dans l'équipe ave
 des molé
ules d'ADN liées à des triples-héli
es [101℄. Lorsque l'ADN possède une extrémité digoxigénine, la déte
tion s'est faite en deuxétapes : l'ajout d'anti-digoxigénine de souris puis de NCs anti-souris. Là en
ore, environ 60 % desmolé
ules peignées sont marquées ave
 un nano
ristal, situé dans la plupart des 
as à l'extrémitésupérieure, 
omme pour le marquage biotine.Lorsque les deux extrémités de l'ADN possèdent un fragment modi�é, la proportion de molé-
ules dont les deux extrémités sont 
olo
alisées ave
 des NCs est d'environ 50%. Pour 40% desmolé
ules, une seule extrémité est marquée, les résultats étant à nouveau 
omparables pour lesdeux types de marquage. Dans le 
as du marquage mixte biotine/digoxigénine, environ la moitiéde 
es molé
ules est marquée à son extrémité biotine, l'autre moitié à son extrémité digoxigé-nine. Ces résultats sont relativement 
ohérents ave
 la probabilité de déte
tion de P=60 % d'uneseule extrémité modi�ée mesurée pré
édemment, qui ménerait à des probabilités respe
tivementégales à 36 % et 48 % pour la déte
tion de respe
tivement deux et un NC(s) aux extrémitésdes molé
ules d'ADN. Dans le 
as d'un marquage mixte, nous avons observé que les molé
ulesd'ADN s'étaient, dans 90 % des 
as, a

ro
hées initialement par l'extrémité digoxigénine pen-dant la phase de peignage. Les extrémités digoxigénine ont don
 une a�nité plus forte pour lasurfa
e que les extrémités biotine. Le fait que l'e�
a
ité de déte
tion mesurée soit de l'ordre de60 %, bien inférieure à 100 %, ne peut être expliqué par le rendement (supérieur à 95 %) de laligation des fragments de PCR aux extrémités du plasmide linéarisé. En revan
he, au
un indi
eexpérimental ne permet d'établir ave
 
ertitude que les molé
ules d'ADN peignées 
onsidéréessont entières, la taille apparente de molé
ules d'ADN peignées identiques étant soumise à d'im-portantes �u
tuations. Il est don
 possible qu'une partie des statistiques ait été e�e
tuée sur desmolé
ules non entières, de sorte que l'e�
a
ité réelle de déte
tion des extrémités modi�ées pour-rait dépasser les valeurs pré
édentes. En�n, le 
lignotement fréquemment observé pour les spotssitués aux extrémités des molé
ules d'ADN indique que 
es spots sont généralement 
omposésd'un ou de quelques NCs.Nous avons ensuite examiné dans quelle mesure les molé
ules d'ADN pouvaient être lo
aliséespar l'analyse des images de NCs, en repérant les paires de NCs telles que 1) la distan
e entre lesdeux �uorophores 
orrespondait à la longueur de l'ADN peigné (soit 3 µ) et 2) leur orientation
orrespondait à la dire
tion de peignage. Le détail de la pro
édure suivie est exposé dans l'arti
leen annexe, le résultat essentiel est que dans le 
as d'un marquage ave
 deux extrémités biotine,on retrouve de l'ADN entre les paires déte
tées ave
 une probabilité de 96 % pour l'ADN. Cetteprobabilité est égale à 63 % pour l'ADN mixte biotine-digoxigénine.En�n, l'ensemble du proto
ole de marquage a été reproduit pour des molé
ules d'ADN nonplus peignées mais étirées. Nous avons malheureusement obtenus pour l'instant des résultatsdé
evants, sans qu'il nous soit possible de trouver la 
ause exa
te de la faible proportion demolé
ules étirées marquées.
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ABSTRACT

Observation of DNA–protein interactions by single
molecule fluorescence microscopy is usually
performed by using fluorescent DNA binding agents.
However, such dyes have been shown to induce
cleavage of the DNA molecule and perturb its interac-
tions with proteins. A new method for the detection
of surface-attached DNA molecules by fluorescence
microscopy is introduced in this paper. Biotin- and/or
digoxigenin-modified DNA fragments are covalently
linked at both extremities of a DNA molecule via
sequence-specific hybridization and ligation. After
the modified DNA molecules have been stretched
on a glass surface, their ends are visualized by mul-
ticolor fluorescence microscopy using conjugated
quantum dots (QD). We demonstrate that under
carefully selected conditions, the position and
orientation of individual DNA molecules can be
inferred with good efficiency from the QD fluores-
cence signals alone. This is achieved by selecting
QD pairs that have the distance and direction expec-
ted for the combed DNA molecules. Direct observa-
tion of single DNA molecules in the absence of
DNA staining agent opens new possibilities in the
fundamental study of DNA–protein interactions.
This work also documents new possibilities regard-
ing the use of QD for nucleic acid detection and
analysis.

INTRODUCTION

Over the past several years, single-molecule experiments have
provided new insights into the dynamics and function of DNA.
The physical properties of this natural polymer have been
investigated in detail, and there is a growing interest in under-
standing its interactions with proteins (1). Single molecule
studies of DNA typically involve enzymatic reactions along
extended molecules. These molecules are stretched by anchor-
ing one end so that individual DNA segments can be extended
and manipulated by various small forces such as electric or
dielectric force, viscous drag, surface tension, magnetic force
or optical force (2). One method for manipulating DNA is to
attach latex or magnetic beads to the molecules. The move-
ment of these beads also allows one to deduce the magnitude
of the force exerted on the molecules. Another approach
consists of visualizing the entire DNA molecule after staining
with a fluorescent dye such as the cyanine dimer YOYO-1 or
the groove binding agent SybrGreen. The processes of
condensation, denaturation and cleavage of the DNA shorten
the molecules sufficiently to be visible, thereby permitting
the observation of the action of a protein without visualiz-
ing the protein itself. This approach has been used to study
chromatin assembly (3), digestion by exonucleases (4) and
endonucleases (5), and denaturation induced by DNA
helicases (6).

In the absence of DNA staining organic dyes, observation of
enzymatic activity is still possible. A helicase activity has been
studied by using a combination of a surface immobilization
scheme and fluorescence resonance energy transfer between
two short end-labeled oligonucleotides (7). Another approach
consists in observing the incorporation of fluorescently
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labeled nucleotides. This has been done in two separate studies
for DNA (8) and for RNA (9) polymerases. In both studies,
DNA was elongated in a process resembling molecular
combing. This commonly used technique extends DNA
molecules linearly on a modified glass surface using a
receding meniscus (10). This method has proven extremely
useful for molecular cytogenetics or DNA replication studies.
Nevertheless, the level of overstretching (which can reach
50%) and the way the DNA molecule is attached to the surface
are critical factors when combed DNA molecules are used
as substrate for DNA binding proteins. We have recently
devised a method derived from molecular combing whereby
a DNA molecule, one end of which is attached to a surface, is
elongated by a water stream. The other end also eventually
attaches to the surface (11) resulting in an elongated, but not
overstretched molecule, the majority of which is free of the
surface.

This study and others emphasized two main drawbacks of
the use of DNA staining agents. The first is a decrease of
fluorescence over time (photobleaching). This process results
in the release of free radicals which induce cleavage of the
double-stranded DNA molecule. Although the duration of
fluorescence can be extended by reducing light intensity
and/or using oxygen radical scavengers, dynamic studies of
DNA–protein interactions require high illumination intensity
and long observation times to achieve both spatial and tem-
poral resolutions. The second drawback is that the presence of
these dyes results in changes in the electrostatic, structural and
mechanical properties of DNA which are likely to modify its
interaction with proteins. Enzymatic inhibition has been repor-
ted for restriction endonucleases (5,12) or exonucleases (4).
Moreover, these dyes are flushed away from DNA under
sodium and magnesium concentrations consistent with enzym-
atic activity (13). These limits constrain the use of this labeling
method for DNA–protein interaction studies.

Direct observation of a fluorescently labeled protein acting
on dye-free DNA has been reported only twice to our know-
ledge (14,15). In the first study, the movements of an RNA
polymerase were examined on a bundle of electrically aligned
DNA molecules. Sliding of the proteins along the DNA
molecules resulted in the deviation of proteins from bulk
flow. In the second study, total internal reflection microscopy
was used to observe the interactions of an RNA polymerase
with a DNA molecule which was positioned and elongated on
an engineered surface by using two optical traps. The com-
plexity of these experimental approaches plausibly explains
why they were not further exploited. Visualization of fluores-
cently labeled proteins interacting with combed DNA
molecules would present an interesting alternative if per-
formed in the absence of DNA staining agents.

In this paper, we report a new strategy for localizing single
DNA molecules in the absence of DNA-binding organic
fluorophores. The DNA molecules are labeled with biotin
or digoxigenin at both ends before they are combed onto a
glass surface. The detection scheme uses streptavidin- or
antibody-conjugated fluorescent quantum dots (QD). The
use of two different colored labels provides information
regarding the orientation of DNA molecules. Scanning of
the surface and selection of spatially concordant QD pairs
can be used to detect DNA molecules in the absence of
organic dye.

MATERIALS AND METHODS

DNA preparation

The following primers were synthesized by Eurogentec
(Seraing, Belgium): 50-CGCTTGGTCTCTGGGACGGTAT-
CAGCTCACTCAAAG-30 (fwB), 50-CGCTTGGTCTCTCT-
GGCGGTATCAGCTCACTCAAAG-30 (fwD) and 50-GGC-
GATAAGTCGTGTCTTAC-30 (rv). Primer fwB carries a
biotin at the 50 end and primer fwD carries a digoxigenin.
Their concentration was calculated using a nearest-neighbor
model for absorption coefficients. DNA fragments containing
multiple biotin or digoxigenin were synthesized by PCR by
mixing the fwD or fwB, respectively primer and the rv primer
(1.6 mM each) in 50 ml of Taq buffer (Promega) with 2 mM
MgCl2; 50 mM of dATP, dCTP and dGTP each; 33 mM of
dTTP; 17 mM of biotin–dUTP or digoxigenin–dUTP, respect-
ively (Roche); 10 pg/ml of pBluescript SK+ as a template; and
0.1 U/ml of Taq polymerase (Promega). After 30 cycles of
amplification in three stages (30 s at 94�C, 30 s at 61�C and
1 min at 72�C, increasing the last stage by 10 s per cycle) and a
concluding extension of 10 min at 72�C, primers and unin-
corporated dNTP were removed using PCR purification kits
(Qiagen). Then the PCR products were digested overnight at
50�C with 50 U BsaI (New England Biolabs) in a total volume
of 50 ml. The modified extremities and the non-digested frag-
ments were removed using anti-digoxigenin- or streptavidin-
coated magnetic beads (Dynabeads) for the biotin- and
digoxigenin-modified fragments, respectively. The labeled
fragments were then ethanol precipitated and quantified on
an agarose gel containing ethidium bromide. The number of
biotin or digoxigenin incorporated into the DNA fragment
should be 75 based on a best efficiency calculation. This
number was corroborated by measurements obtained with a
dot-blot assay, as described in (16). Briefly, different con-
centrations of the DNA fragments that contained biotin or
digoxigenin were spotted on a nylon membrane (Hybond
N+, Amersham). Biotin or digoxigenin were detected with
streptavidin or anti-digoxigenin linked to alkaline phosphatase
(Roche), respectively. Alkaline phosphatase was then detected
by a colorimetric assay using nitro-blue-tetrazolium chloride
and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate toluidine salt
(Roche). The number of incorporated modified nucleotides
was evaluated by comparison with various dilutions of a stand-
ard sample of known concentration, which consisted of either
an oligonucleotide or the same DNA fragment carrying a
single biotin or digoxigenin attached to its 50 end. This assay
provided a number of incorporated modified nucleotides
between 50 and 100. A fragment that contained fewer biotin
was also prepared using the same protocol except that the PCR
was carried out in the presence of 50 mM dTTP and 2 mM
biotin–dUTP, i.e. the solution contained nine times less biotin.
The dot blot assay provided evidence for 5–10 incorporations
in this case. Another biotin-containing fragment was synthes-
ized by using the fwB primer, i.e. in order to produce a biotin-
modified fragment that has the same cohesive end as the
digoxigenin-modified fragment. In this case, the modified
extremity was removed using a PCR purification kit (Qiagen).

Labeled fragments were ligated to the 6.3 kb DNA by
incubating 25 ng (7.5 nM) of labeled fragments with 100 ng
of 6.3 kb DNA (2.5 nM) and 100 U of T4 DNA ligase
(New England Biolabs) in 10 ml of the recommended buffer
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overnight at 20�C. Removal of excess labeled fragments was
performed using the previously described spermidine precip-
itation procedure (16). Briefly, the ligation mix was diluted to
a final volume of 50 ml in a buffer containing 40 mM Tris,
pH 8.0, 80 mM NaCl and 16 mM MgCl2. Then, 50 ml of 40 mM
ice-cold spermidine were added. The sample was incubated
for 30 min at room temperature and centrifuged for 15 min
at 14 000 r.p.m. The resulting pellet was rinsed with 100 ml
of a 1:1 v:v mix of isopropanol and a solution containing
600 mM NaCl, 20 mM MgCl2 and 50 mM EDTA. It was
resuspended in 10 ml of TE supplemented with 1.5 mM
YOYO-1 (Molecular Probes) at a ratio of 1–10 bp.

Combing and detection of DNA molecules

DNA combing was carried out on hydrophobic glass cover-
slips at low pH. Coverslips were first cleaned using a Plasma
Cleaner (Harrick Scientific, USA). They were then spin-coated
with polystyrene (5% w:v in toluene) and baked at 100�C for at
least 1 h. Ten nanograms of YOYO-1 stained DNA (at a dye to
bp ratio of 1–10) were added in a reservoir containing 3 ml of
50 mM MES, pH 5.5, 1 mM EDTA. Combing was achieved by
dipping a coverslip into the reservoir for 5 min and then slowly
removing. At appropriate pH, DNA molecules in the reservoir
bind to the coverslip’s surface by one of their extremities.
As the coverslip is pulled up out of the reservoir, the DNA
molecules are aligned and uniformly overstretched (by �50%)
by the receding meniscus (10).

In order to reduce non-specific interactions of QD with
the surface during subsequent incubations, the coverslips
were incubated for 10 min with blocking reagent (Roche)
1.5 mg/ml in 5 mM MES, pH 5.5, 1 mM EDTA. Coverslips
were then washed twice with washing solution (borate 40 mM,
pH 8.3). For the digoxigenin labeling scheme, the coverslips
were first incubated for 10 min with mouse anti-digoxigenin
(Roche) 200 ng/ml in revelation solution (40 mM borate,
pH 8.3, 100 mM NaCl and 300 mg/ml blocking reagent),
then washed. The coverslips were then incubated for 10 min
with 2 nM QD in revelation solution, using either a QD 605
(number indicates emission wavelength) streptavidin conjug-
ate for biotin labeling, or a QD 655 goat F(ab0)2 anti-mouse
IgG conjugate for digoxigenin labeling, or a mix of QD 565
streptavidin conjugate and QD 655 goat F(ab0)2 anti-mouse
IgG conjugate (2 nM each) for the dual color labeling scheme.
Coverslips were washed five times at the end of the process.
The QD were purchased from Quantum Dot Corp. (USA). For
each of these steps, the revelation solution (100 ml) or the
washing solution (200 ml) was pipetted down onto the cover-
slip and removed by aspiration after the incubation time.

Fluorescence microscopy and image analysis

The coverslips were scanned using an inverted microscope
(Olympus IX70) equipped with a 60· water-immersion object-
ive (NA = 1.2). The light source was a mercury lamp. After
passing through an excitation filter 475AF40, the light was
directed onto the sample using a dichroic mirror 505DRLP
(Omegafilters). Stained DNA and QD were detected separately
with different band-pass filters: 535DF45 for YOYO-1,
540DF27 for QD 565 streptavidin conjugate, 595DF60 for
QD 605 streptavidin conjugate and 645DF75 for QD 655
anti-mouse conjugate. Simultaneous observation of DNA

and QD was performed with a 510ALP long-pass filter. Images
were captured by a Coolsnap camera (Roper Scientific) and
processed with the Metaview software application. Each pixel
of the CCD camera chip corresponds to a 215 · 215 nm square
on the sample.

An image of stained DNA was taken in order to localize
combed DNA molecules on the surface (exposure time: 1 s).
Due to the intermittent fluorescence of QD (‘blinking’), a
single image of the coverslip was not sufficient to localize
all the QD as some of them could be in a dark state during
the shot. An important feature of QD is that there is no
characteristic blink duration. Therefore, the probability that
the QD will emit light during >1 s in a 60 s timeframe is very
high (17). We recorded a 60-frame movie (exposure time for
each frame: 1 s), which was used to generate two types of
processed images. The first is a QD maximum image where
each pixel intensity is shown at the maximum intensity
displayed in the 60-frame image stack. In the second, the
fluorescence signal was averaged. The first image ensures
equivalent size for all QD and is used for convenient visual-
ization when overlaying the DNA image and the QD image, as
in Figure 2. The second is used for the automated analysis
described below.

Images were further analyzed using a program written in
MATLAB (MathWorks). In order to localize both QD and
DNA, we used a method based on cross-correlation between
the fluorescence image and a specific correlation template. The
template for QD detection was a two-dimensional isotropic
Gaussian function which corresponds to the point spread func-
tion of our optical system. This template is justified in that the
fluorescent source that we aimed to detect was made of one or
a few QD attached to a 0.5 kb DNA fragment. This length
corresponds to a maximum distance of 250 nm between two
adjacent fluorophores, which is smaller than the optical res-
olution (�300 nm) of our system. When the QD images were
cross-correlated with the QD template, local maxima above a
user-fixed signal-to-noise detection threshold were localized.
A least-squares Gaussian fit was performed to obtain the loc-
alization of the center of the fluorescent spot (18). The DNA
detection template was elongated parallel to the combing dir-
ection, with a length equivalent to a combed DNA molecule
and a Gaussian cross-section. DNA images were also cross-
correlated with the DNA template. Local maxima above a
user-fixed signal-to-noise detection threshold were localized
and associated to the middle of combed DNA molecules.
Then, for each maximum, a region-growing algorithm was
applied to locate the entire molecule and subsequently its
ends. Since DNA molecules may break during the combing
process, only combed DNA molecules with apparent lengths
ranging from 1.5 to 4.0 mm were taken into account in further
analysis (expected length of a 7.3 kb combed plasmid is
�3 mm). The labeling was considered to be successful
when a QD was localized at <1.0 mm of a DNA extremity.

RESULTS

Labeling strategy

Our ultimate goal was to label both ends of combed DNA
molecules in order to locate these molecules by fluorescence
microscopy in the absence of DNA staining agents as well as

PAGE 3 OF 9 Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 33, No. 11 e98



to determine their orientation on the coverslips. To do so, two
different molecular entities detectable by fluorescence micro-
scopy must be attached to both extremities of the DNA
molecule. Specific recognition of DNA extremities can be
achieved by ligation of DNA fragments with different cohes-
ive ends. The fluorescent dyes that are used for detection of
the modified extremities should be tightly linked to the DNA
and produce bright fluorescent signals at two different wave-
lengths. QD are nanometer-sized, bright fluorescent probes
which show exceptional photostability (no bleaching over
extended periods of time) and have large excitation and narrow
emission spectra, thereby allowing multicolor imaging by
using only one excitation wavelength. They are commercially
available in a water-soluble form at various emission wave-
lengths conjugated with biologically active molecules such
as streptavidin, biotin and antibodies. Therefore, we chose
to incorporate biotin or digoxigenin on both ends of the
DNA molecule. We used streptavidin QD for biotin detection
and a two layer scheme for digoxigenin detection involving
one layer of antidigoxigenin antibodies and one layer of QD
coated with a secondary antibody.

Class IIS restriction enzymes, such as BsaI or BsmBI,
cleave outside their recognition site and therefore can generate
various overhangs. Digestion of the pET11-parC plasmid with
BsmBI produced a 6.3 kb fragment with two different cohesive
ends (Figure 1). Short fragments of DNA (0.5 kb) with a

cohesive end compatible with one extremity of this restriction
fragment were obtained by cleavage of a DNA made by PCR
at a BsaI site. This site was introduced close to one extremity
by using appropriate primer sequences. The sequences of the
overhangs were chosen in order to permit only the hybridiza-
tions that lead to the expected construct (Figure 1). Biotin- and
digoxigenin-containing fragments were obtained by including
biotin–dUTP or digoxigenin–dUTP in the PCR. Our protocol
led to incorporation of �75 modified deoxynucleotides in each
fragment. Efficient ligation of the gel-purified restriction frag-
ment to one or two 0.5 kb modified DNA fragments, giving
DNA molecules of �6.8 or 7.3 kb, was confirmed by gel
electrophoresis (data not shown). The yield exceeded 95%
for the construct that required two ligations.

Observation of combed DNA molecules by
fluorescence microscopy

Modified DNA molecules were then stained with YOYO-1,
combed on hydrophobic surface and observed by fluorescence
microscopy. Stained DNA molecules are detected by the green
fluorescence of the DNA binding dye, while the extremities
are detected by red or far red fluorescence of QD. Green
images revealed DNA molecules with an apparent length of
�3 mm (Figure 2). This is compatible with the length of the
combed DNA molecule (6.8 or 7.3 kb). The mean density
of DNA molecules was �103/mm2. Because QD blink, red
images were acquired every second for one minute and the
series was processed as described in the experimental section.
Then, the red and green images were superimposed (Figure 2).

We first modified only one end of the DNA molecule by
ligating a biotin-containing fragment, using streptavidin QD
for revelation. The red images revealed bright monodisperse
fluorescent dots, some of which colocalize with the extremities
of DNA molecules (Figure 2A). The red dots which did not
colocalize with DNA were attributed to non-specific adsorp-
tion. Reducing this adsorption was one of the key steps in our
experiments. The hydrophobic surface was uniformly covered
with QD conjugates after incubation in the absence of treat-
ment (Figure S1, see Supplementary Material). In order to
reduce these interactions, coverslips were incubated with a
solution of a commercial blocking reagent (Roche) prior
to labeling. This reagent, whose principal ingredient is casein,
was also added to the solution of QD during incubation.

Figure 1. Description of the dual color labeling scheme used in this study. A
DNA restriction fragment (shown in green) is ligated to short DNA fragments
(shown in black) that are modified with biotin (red circles) or digoxigenin (blue
squares), which are revealed using streptavidin QD 565 or one layer of mouse
anti-digoxigenin (light blue) followed by anti-mouse QD 655.

Figure 2. Combed DNA detection with QD. DNA molecules were modified with biotin or digoxigenin at one or both ends, stained with YOYO-1 (green) and
combed. Biotin was detected with streptavidin QD 565 (D) or 605 (A and C) (shown in red) and digoxigenin was detected with mouse anti-digoxigenin and anti-
mouse QD 655 (shown in blue). Four different labeling schemes were performed: biotin at one end (A), digoxigenin at one end (B), biotin at both ends (C), biotin at
one end and digoxigenin at the other end (D). The QD images were processed from a 60 s long image movie (60 images), each pixel intensity is the maximum value of
this pixel in the image stack. DNA image and QD maximum were then overlaid. The horizontal bar represents 10 mm.

e98 Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 33, No. 11 PAGE 4 OF 9



With this treatment, the observed density of streptavidin QD
was �3 · 103/mm2. Images were analyzed in order to estimate
the efficiency of the labeling procedure using a program cre-
ated for that purpose (see Material and Methods). About 60%
of the DNA molecules displayed a label at one of their extrem-
ities (Figure 3, sample A). We noted a preferential orientation
of the modified combed DNA. The upper DNA end in Figure 2
is the one that binds to the surface first during the combing
process. Ninety percent of the QD signals were located on this
end of the DNA molecules, suggesting that the biotin-modified
end attaches more frequently to the surface than the non-
modified end. To test whether a large number of biotin was
required to ensure efficient labeling, we performed the same
experiment with a DNA molecule which contains �10 times
fewer biotin-modified nucleotides at the extremity. This
reduced the labeling efficiency from 60 to 30% (Figure 3,
sample A*).

We then performed the same experiment with a
digoxigenin-modified DNA molecule (Figure 2B). The
molecules were revealed using mouse anti-digoxigenin anti-
bodies and then anti-mouse IgG coated QD. A higher non-
specific adsorption was observed with this protocol, and the
mean density of anti-mouse QD was �2 · 104/mm2. This can
be attributed to the supplementary incubation step with mouse
anti-digoxigenin antibodies, which may non-specifically bind
to the surface and therefore lead to additional adsorption of
QD. The labeling efficiency was the same as for the biotin-
modified DNA (Figure 3, sample B). QD were detected at both
ends of the DNA for very few combed molecules (1% of the
biotin-modified DNA and 7% of the digoxigenin-modified

DNA). This may be due to non-specifically adsorbed QD
closer to a DNA end than the chosen localization distance
criterion of 1 mm. These values are in agreement with the
false-positive detection values expected from the measured
QD densities.

We then observed DNA molecules that were modified at
both ends, either with biotin alone (Figure 2C) or with biotin
at one end and digoxigenin at the other (Figure 2D). In the
second case, two different QD conjugates were used at
the same time, thereby allowing a 2-color detection scheme.
The proportion of molecules with signals at both ends was
�50% in each case. Forty percent of the molecules were
labeled at only one end (Figure 3, samples C and D), half
of these displayed a QD signal at 565 nm and the other
half at 655 nm. We noticed that DNA molecules modified
with both biotin and digoxigenin anchored to the surface by
the digoxigenin end more than nine times out of ten.

We noted, as expected, that the fluorescence of the DNA
staining agent decreased over time when irradiated at 475 nm.
Figure 4 shows images taken every 10 s during a 1 min movie
of a DNA molecule with two biotin-modified extremities. The
use of a long pass filter allowed us to observe the emission of
both the DNA staining dye and the QD 605 at the same time.
The bleaching of the DNA staining agent as well as the blink-
ing of QD can be clearly observed on these images (see also
the movie provided as Supplementary Material, Figure S2).

QD-mediated DNA detection

We then investigated if the QD images could be used to
localize the DNA molecules using only their labeled fluores-
cent extremities. The fluorescent pairs that were separated by
<10 mm were selected and their separation length and orien-
tation with respect to the combing direction were recorded
and analyzed. For the double-biotin labeling, the distribution
of distances showed a peak between 2.5 and 3.0 mm, and
the distribution of orientations showed a peak close to 0�

(Figure 5A and B). If we restrict the set of molecules to
those that have an orientation between �10� and +10�, the
peak for the distribution of distances can be more clearly
distinguished (Figure 5D). Similarly, when the distance
between fluorescent pairs is restricted to 1.5–4.0 mm, the ori-
entation distribution peak becomes more apparent (Figure 5C).
The biotin–digoxigenin modified samples were submitted to
the same analysis. Because of a higher non-specific binding
of antimouse-QD to the surface (see above), the histogram
background was higher and no peak could be detected in

Figure 3. Efficacy of QD DNA detection. DNA was labeled as described in
Figure 2, (A*) is a DNA molecule labeled with ten times less biotin than in (A).
DNA and QD images were analyzed using a home-made software (see
Materials and Methods). The proportion of DNA molecules with one label
(gray) or two labels (black) is reported. The error bar is the SD between all
fields of view.

Figure 4. One-minute long observation of labeled DNA. Combed DNA molecules with two biotin-modified extremities were stained with YOYO-1 and visualized
using streptavidin QD 605. A 1 min movie was recorded using a long pass filter. Images are shown every 10 s. YOYO-1 stained DNA molecules (arrows) tend to
disappear and cannot be visualized after a few tens of seconds. Blinking QD are indicated by triangles. The horizontal bar represents 10 mm.
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the absence of correlation (data not shown). Nevertheless, when
the biotin–digoxigenin data were analyzed in the same manner
as the biotin data, the histograms showed peaks corresponding
to approximately the same values (Figure 5E and F).

The criteria established above (i.e. a length between 1.5 and
4.0 mm and an angle between �10� and +10�) were applied in
combination in order to select sets of QD pairs to be analyzed
for the presence of DNA. The average distance for these pairs

Figure 5. Preferential layout of QD pairs. DNA molecules were modified with biotin at both ends (A–D) or biotin at one end and digoxigenin at the other end (E and F)
and combed. Biotin was detected with streptavidin QD 565 or 605 and digoxigenin was detected with mouse anti-digoxigenin and anti-mouse QD 655, respectively.
QD images were analyzed using a program written in MATLAB. The angle between a QD pair and the combing direction (A, C and E) and the distance between
both QD of the pair (B, D and F) were measured. Results are reported for QD 605 pairs (A, B, C and D) and for pairs involving one QD 565 and one QD 655 (E and F).
In C and E, only QD pairs for which the distance is between 1.5 and 4.0 mm are represented. In D and F, only QD pairs for which the angle is between �10� and +10�

are represented.
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was 2.6 – 0.5 mm for the double-biotin detection scheme
and of 2.6 – 0.6 mm for the biotin–digoxigenin scheme.
The average orientation was 3 – 4� for the double-biotin
detection scheme and �1 – 5� for the biotin–digoxigenin
scheme. DNA molecules could be identified by the green
emission of YOYO-1 between the two QD in 43 out of
45 cases for the double-biotin labeling (96%), and in 120
out of 165 cases for the biotin–digoxigenin labeling (73%).

We calculated the probability P that a QD pair that satisfies
the above-mentioned criteria is actually associated with a
DNA molecule. A detected pair can either be two QD at
both ends of a DNA molecule or two QD randomly meeting
these criteria. P is therefore given by

P ¼ Y·DDNA

Dpairs þ Y·DDNA

where Y is the efficiency for labeling a DNA molecule at both

ends, DDNA is the density of DNA molecules and Dpairs is the
density of random QD pairs. When only one type of label is
present, for example streptavidin QD, the density Dpairs of QD
pairs that satisfy specific distance (between r1 and r2) and
orientation (between a1 and a2) criteria by chance is given by

Dpairs ¼
D2

b

2
· p r2

2 � r2
1

� �
·

a2 � a1ð Þ
180

where Db is the total density of streptavidin QD. The formula
changes to

Dpairs ¼ Db ·Dd · p r2
2 � r2

1

� �
·

a2 � a1ð Þ
180

when two types of different QD were used, where Dd is the
total density of anti-mouse QD. Dpairs represents here only
pairs composed of one streptavidin QD and one
antimouse QD. Using our values (r1 = 1.5 mm, r2 = 4.0 mm,
a1 = �10�, a2 = 10�, Db = 3.103/mm2 and Dd = 2.104/mm2),
we found Dpairs values of 21 and 288 pairs/mm2 for the
double-biotin and the biotin–digoxigenin scheme, respect-
ively. Taking a value of 50% for Y, as documented by
the experiments described above, we can deduce the value
of P, which is 96% for the double-biotin labeling scheme
and 63% for the biotin–digoxigenin labeling scheme. These
values are compatible with the experimental values obtained
from our images.

It should be noted that these values depend on both density
and length of the DNA molecules, and on the nonspecific
adsorption of QD. For example, the value of P for the
double-biotin labeling scheme will decrease from 96 to
69% if the length of the DNA is increased by a factor of 8,
which corresponds to the length of phage lambda DNA
(48.5 kb). The density of DNA we used and the length of
these DNA molecules, in combination with the small number
of non-specifically bound QD, made for a high probability that
QD pairs that satisfy our specific distance and orientation
criteria were in reality associated with a DNA molecule.
This probability is close to 1 for the biotin labeling scheme
and remains over 0.6 for the biotin–digoxigenin labeling
scheme, which provides additional information about the
orientation of the molecule.

DISCUSSION

The aim of this study was to investigate new labeling strategies
for DNA detection by optical microscopy in the absence of
any DNA staining agent, in order to facilitate further dynamic
studies of DNA–protein interactions at the single molecule
level. For this purpose, biotin and/or digoxigenin fragments
were ligated to the ends of linear DNA molecules. The modi-
fied DNA molecules were then combed on a glass surface
and observed by fluorescence microscopy. To the best of
our knowledge, this is the first time that the ends of DNA
molecules have been detected by fluorescence microscopy
using fluorescent QD in a 2-color mode. We have demon-
strated that the detection of single DNA molecules is possible
by using only the QD images. QD pairs for which distance and
orientation were characteristic of labeled DNA molecules can
be used as an indicator for the presence of DNA molecules
with a low error rate. Image analysis and QD pair selection can
be automated using software.

The incorporation of multiple biotin or digoxigenin
molecules at each extremity was apparently necessary for
efficient detection. These molecules were introduced in the
form of modified deoxynucleotides incorporated into short
DNA fragments that are produced by PCR and ligated at both
ends of the DNA to be studied. The ligation yield exceeds
95%. Non-fluorescent haptens were used instead of fluorescent
nucleotides, in order to provide a more versatile approach.
Under our experimental conditions, the labeling efficiency
for one end was 60% for both labeling strategies, i.e. using
biotin and streptavidin QD or digoxigenin, mouse antidigoxi-
genin and antimouse QD. This efficiency dropped by 50%
when the DNA fragment contained ten times less biotin. As
QD are likely to always be detected, these yields probably
reflect inefficient binding of biotin and digoxigenin by the
modified QD. The proximity of the surface might disturb
the expected specific interactions, or many biotin or digoxi-
genin molecules might stick to the surface during the combing
process. A preferential attachment of the combed DNA
molecules by their modified extremity supports this hypo-
thesis. Moreover, records of single spot fluorescence temporal
evolution suggest that only one or very few QD are responsible
for the fluorescent signal (see Supplementary Material and
Figure S3). The number of modified nucleotides is therefore
a critical parameter for efficient labeling to take place.

Organic DNA staining agents interfere with DNA–protein
interactions. In addition, these staining agents tend to bleach
which leads to DNA cleavage. Moreover, the presence of
fluorescence along the entire DNA molecule results in low
signal to noise ratio when the emission of other fluorophores is
imaged in the vicinity of DNA. We labeled DNA molecules
with QD, which display specific optical properties that are not
shared by organic fluorophores or fluorescent microspheres
and are particularly valuable for single-molecule visualization.
For example, they have recently been used to follow the dif-
fusion of glycine receptors in the membrane of neurones (19).
They produce localized and long-standing fluorescence signals
with sharp emission spectra. QD that have different emission
wavelengths can be excited by the same wavelength. It is
therefore easy to combine two different wavelengths for
DNA extremities and a third for a protein. Our labeling strat-
egy can be used in the presence of physiologically relevant
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ionic conditions. Two problems are encountered when one
wants to use QD on glass surfaces. The first is that QD
blink. This problem was circumvented by acquiring 60 QD
images at 1 s intervals. The second is non-specific adsorption
onto surfaces. This problem was solved by using an appropri-
ate buffer for the pretreatment of the coverslips as well as
during the incubation step. More non-specific adsorption of
QD was observed with the anti-mouse QD used for digoxi-
genin detection. This resulted in a higher probability of
erroneous QD-mediated DNA detection. At the date of the
experiments, anti-digoxigenin QD conjugate was not yet avail-
able. As anti-digoxigenin conjugated QD are currently being
commercialized, the protocol could now be simplified and
non-specific adsorption would probably be lower.

The development of ultrasensitive instrumentation and new
microscopy techniques opens the way to dynamic studies of
interacting biomacromolecules by fluorescence microscopy,
which will be particularly interesting for DNA studies and
its related machinery. The detection scheme presented here
will likely be helpful to future investigators. For example, it
may be possible to use it in experiments where DNA is elong-
ated by a flow (3), and preliminary experiments suggest that it
can be applied to DNA molecules that are attached to a surface
by only their extremities (11).

The detection of double-stranded DNA by fluorescence
microscopy requires specific labeling strategies. Specific
sequences on stretched single DNA molecules have been
probed by using fluorescently labeled DNA binding proteins
(20,21). We have recently implemented a method of labeling
short internal DNA sequences using a triplex forming oligo-
nucleotide ligated to a fragment containing multiple fluoro-
phores (22). In the present paper, QD are used for the
detection of biotin or digoxigenin moieties that have been lig-
ated to the ends of DNA molecules. QD have so far been used
in only a few studies for detection of nucleic acids. Oligonuc-
leotide probes were conjugated directly to QD or linked to
streptavidin-QD upon biotin functionalization, and these con-
jugates were used for DNA detection in fluorescence in situ
hybridization (23,24) or DNA chips (25,26) experiments. In all
these cases, the target sequences were present in multiple cop-
ies. The detection of short unique sequences of DNA at the
single molecule level still represents an experimental chal-
lenge. In our approach, the ends of a DNA molecule were
detected with a 60% success rate using QD. This efficiency
required the incorporation of a large number of biotin or digoxi-
genin moieties, only a few of which were recognized by QD.

In conclusion, the method we propose for the detection of
DNA molecules paves the way towards new dynamic studies
of single DNA molecules and their interactions with proteins.
QD fluorescent probes appear to be a valuable alternative to
the organic dyes that are commonly used to stain DNA. They
permit not only long-standing observation by fluorescence
microscopy, but also a 2-color determination of the orientation
of single DNA molecules. This study also provides useful
experimental data regarding the possible use of QD for fluor-
escence detection of short DNA sequences.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Material is available at NAR online.
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ente pour la séquen
e 
ible. Chaque fragment
ontient environ 20 �uorophores. Les proto
oles sont détaillés dans l'arti
le joint en annexe [101℄.



3 ACCROCHAGE ET DÉTECTION DE L'ADN SUR UNE SURFACE 25Résultats

 Fig. 16 � Visualisation des TFO �uores
ents sur de l'ADN peigné. L'ADN, teinté au YOYO1,apparaît en vert. Les fragments obtenus par PCR 
ontiennent des nu
léotides �uores
ents(Alexa546, rouge). Ils apparaissent 
omme des spots jaunes. La barre représente 5 µm. Mon-tage réunissant les di�érents 
as ren
ontrés de peignage et de marquage : (A) molé
ules peignéesles plus longues (26-27,5 µm). Les molé
ules ont été alignées a�n que les séquen
es 
ibles soientsituées à gau
he, alors qu'elles étaient également distribuées sur gau
he et sur la droite de l'ADNaprès peignage. (B) molé
ules peignées les plus 
ourtes (23,5-25,5 µm). Dans 
e 
as, les molé
ulesd'ADN sont systématiquement atta
hées par le fragment �uores
ent, avant d'être peignées dansla dire
tion indiquée par la �ê
he.Après peignage sur lamelles 
ouvertes de polystyrène, l'ADN teinté au YOYO1 est déte
té parmi
ros
opie de �uores
en
e, ainsi que les fragments 
ontenant Alexa546, et les images obtenuessont superposées (�gure 16). Environ un tiers des molé
ules peignées possède la longueur attenduepour de l'ADN λ (26,7 ±0, 4 µm), le reste des molé
ules étant plus 
ourtes (24,3 ±0, 5µm).Sur les 38 molé
ules appartenant au premier groupe, 22 molé
ules (58 %) présente un spotrouge à 2, 3 ± 0, 3µm d'une extrémité. Cette position 
orrespond à la position de la séquen
e
ible, située à 4404 bp (soit 2, 4µm) de l'extrémité de la molé
ule du phage λ peigné (48 502bp, soit 26, 7µm). L'e�
a
ité de 
ouplage (environ 60 %) est 
omparable à 
elle observée lorsd'expérien
es antérieures dans le groupe de C. Es
udé. Le se
ond groupe de molé
ules peignées
omptait 69 molé
ules, dont 57 (84 %) 
ontenait un fragment �uores
ent à l'extrémité de l'ADNqui s'était atta
hé à la surfa
e avant peignage. Il semble don
 que les intera
tions non-spé
i�quesentre le TFO et la surfa
e puissent servir à l'an
rage de l'ADN avant peignage. Cette assertionest étayée par le fait que la di�éren
e de taille entre les deux groupes de molé
ules (26,7-24,3 µm)
orrespond à la distan
e entre la 
ible et l'extrémité de l'ADN (2,3 µm). Le se
ond groupe demolé
ules 
orrespond don
 à des molé
ules 
orre
tement marquées, mais qui se sont a

ro
héespar leur sonde à la surfa
e avant peignage (�gure 16).La déte
tion de séquen
es 
ourtes sur l'ADN n'est sans doute pas la seule appli
ation de 
ettete
hnique. Nous verrons en 
on
lusion de 
e mémoire que nous envisageons d'utiliser les TFO�uores
ents, éventuellement marqués à l'aide de NCs, pour étudier la dynamique d'enzymes sedéplaçant le long de l'ADN. Ces TFO peuvent en e�et glisser le long de l'ADN et, poussés parune polymérase, pourraient en é
lairer la dynamique sans que l'enzyme soit marquée.
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ABSTRACT

Fluorescent labeling of a short sequence of double-
stranded DNA (dsDNA) was achieved by ligating a
labeled dsDNA fragment to a stem±loop triplex
forming oligonucleotide (TFO). After the TFO has
wound around the target sequence by ligand-
induced triple helix formation, its extremities hybri-
dize to each other, leaving a dangling single-
stranded sequence, which is then ligated to a ¯uor-
escent dsDNA fragment using T4 DNA ligase. A
non-repeated 15 bp sequence present on lambda
DNA was labeled and visualized by ¯uorescence
microscopy after DNA combing. The label was
found to be attached at a speci®c position located at
4.2 6 0.5 kb from one end of the molecule, in agree-
ment with the location of the target sequence for
triple helix formation (4.4 kb from one end). In add-
ition, an alternative combing process was noticed in
which a DNA molecule becomes attached to the
combing slide from the label rather than from one of
its ends. The method described herein provides a
new tool for the detection of very short sequences
of dsDNA and offers various perspectives in the
micromanipulation of single DNA molecules.

INTRODUCTION

Recent advances in ultrasensitive instrumentation have con-
tributed to the development of single molecule studies, which
have provided important information that complements con-
ventional biochemical approaches regarding the kinetic and
mechanical aspects of biomolecular interactions. In the ®eld of
DNA structure and protein interactions, these studies have
shown the existence of new structural motifs (1) and shed new
light into the mechanism of DNA processing enzymes. The
effects on DNA of mechanical constraints (2) or protein
interactions (3±8) can be observed by single molecule
manipulation techniques combined with force measurements,

but DNA molecules can also be visualized directly using
electron, atomic force or optical microscopy (8±11). Different
methods have been used for the observation of single DNA
molecules by optical microscopy. For example, DNA elong-
ated by a laminar ¯ow or an electric ®eld and stained with the
dye YOYO has been used for the study of chromatin assembly
(12) or exonuclease activity (13), respectively. One particu-
larly interesting technique for stretching DNA in a homo-
genous and reproducible manner is DNA combing (14,15).
This method has been extensively used for the physical
mapping of genomes by in situ hybridization (16) and it has
been extended recently to the study of DNA±protein inter-
actions. It has been possible for example to observe an
enzymatic process such as RNA polymerization on combed
DNA molecules (17).

Various methods have been described for the sequence-
speci®c recognition of dsDNA. Oligopurine-oligopyrimidine
sequences can be targeted by Peptide Nucleic Acids (PNA)
(18) or Triplex Forming Oligonucleotides (TFO) (19).
Recognition involves strand displacement followed by triplex
formation on one DNA strand in the former case or direct
recognition of the DNA major groove in the latter. Polyamides
composed of N-methyl-3-hydroxypyrrole, N-methylpyrrole
and N-methylimidazole can speci®cally target any short
sequence of dsDNA by binding in the minor groove (20). A
sequence-speci®c label can also be introduced by circularizing
an oligonucleotide around a single-stranded target after local
opening of the DNA double helix using so-called PNA-
openers (21), or after heat denaturation of AT-rich sequences
within supercoiled DNA (22). We have also recently reported
a method by which TFOs can be circularized around speci®c
double-stranded DNA sequences (23,24). Most of these
strategies can be used for the observation of sequence-speci®c
labeled dsDNA by electron and atomic force microscopy
(21,22,24±27).

Very few methods have been described for the detection of
double-stranded DNA sequences by optical microscopy.
Fluorescently labeled sequence-speci®c DNA binding
proteins have been visualized on stretched lambda DNA
(28,29). Fluorescently labeled PNAs (30), TFOs (31), as well
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as minor groove binding agents (32) have been used for in situ
labeling without denaturation, but in all cases the targeted
sequences were present in multiple copies, as it occurs in
centromeric and telomeric repeats. Here, we describe a novel
method for linking a highly ¯uorescent probe to double-
stranded DNA in a sequence-speci®c way. This probe has
been used for detecting a short target sequence on combed
lambda DNA by optical microscopy.

MATERIALS AND METHODS

Oligonucleotides and chemicals

The sequence of the 59mer stem±loop TFO and 39mer linear
TFO were 5¢GAGCCCTAGTACTCGACGCTAAAAGTG-
TTGTGGTGGTGTAAAAGTGGAGCTGTACTAGG3¢ and
5¢GAGCCCTAGTACTCGACGCTAAAAGTGTTGTGGT-
GGTGT3¢, respectively. An 8mer adapter 5¢GTACTAGG3¢
was used with the 39mer linear TFO. The sequences of the
primers used for PCR were 5¢CGCTTGGTCTCTGCTCGG-
TATCAGCTCACTCAAAG3¢ (fw), and 5¢GGCGATAAGT-
CGTGTCTTAC3¢ (rv). The fw primer was biotinylated at the
5¢ end during synthesis. All these oligonucleotides were
obtained from Eurogentec (Seraing, Belgium); their concen-
tration was calculated using a nearest-neighbor model for
absorption coef®cients.

The TFO was 5¢-phosphorylated for the ligation reactions
using the following protocol: 300 pmol of oligonucleotide
were incubated in 50 ml of T4 DNA ligase buffer [50 mM
Tris±HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP and
25 mg/ml BSA, pH 7.8 at 25°C, New England Biolabs (NEB)]
with 10 U T4 PNK (NEB), for 1 h 30 min at 37°C.

Synthesis of the triplex stabilizing agent BQQ (6-
[3-(dimethylamino)propyl]amino-11-methoxy-benzo[f]quino-
[3,4-b]quinoxaline) has been described previously (33).

Preparation of lambda DNA

Lambda DNA was purchased from Amersham. In order to
avoid concatemerization during the ligation reactions, the
single-stranded ends were partially ®lled; 25 mg of lambda
DNA were incubated in 100 ml of Eco buffer (NEB)
supplemented with 50 mM of dATP, 50 mM of dGTP and
5 U of Klenow fragment (NEB) for 3 h at 37°C. The
polymerase was then inactivated by heating for 20 min at 75°C
and the DNA was ethanol precipitated. This resulted in lambda
molecules with 9 base overhangs that cannot be ligated to each
other.

Preparation of DNA fragments

PCR primers were designed in order to produce a fragment of
approximately 500 bp starting from the pBluescript SK+
plasmid (Stratagene). The sequence of the fw primer was
chosen in order to introduce a cleavage site for the BsaI
restriction enzyme. The PCR reaction was carried out by
mixing each primer (1.6 mM) in Taq buffer (Promega) with
2 mM MgCl2, 50 mM of each of dATP, dCTP and dGTP,
33 mM of dTTP, 17 mM of dUTP-Alexa Fluor 546 (Molecular
Probes), 10 pg/ml of pBluescript and 0.1 U/ml of Taq
polymerase (Promega). After 30 cycles of 30 s at 94°C, 30 s
at 61°C and 1 min at 72°C (this last time increasing by 10 s per
cycle), the concluding extension was carried out for 10 min at

72°C. Usually, 900 ml of PCR mix was prepared and aliquotted
into eighteen 50 ml tubes. Primers and unincorporated dNTP
were removed using Qiagen PCR puri®cation kits, using the
standard protocol. Then the PCR products were digested
overnight at 50°C with 100 U BsaI (NEB) in a total volume of
200 ml. The biotinylated extremities and the non-digested
biotinylated PCR products were removed using streptavidin-
coated magnetic beads (Dynabeads). The labeled fragments
were then ethanol precipitated and quanti®ed by absorption
spectroscopy. Absorbance maxima were measured near
260 nm and near 553 nm. The extinction factor and the
correction factor (absorbance ratio A260/Amax for the free
Alexa Fluor 546 dye) indicated by the provider allowed us to
estimate the concentration of the fragments and the amount of
dye per fragment. Unlabeled fragments were prepared in the
same way except that the PCR was carried out using 200 mM
of each unmodi®ed dNTP and the elongation step was
maintained at 1 min at 72°C for all the cycles.

For some experiments, the DNA fragments had to be ligated
to the linear or stem±loop TFOs before any contact with
lambda DNA. For this purpose, 100 nM of the fragment was
mixed with 200 nM of the stem±loop TFO or with 200 nM of
the linear TFO and 400 nM of the 8mer adapter in 50 ml of T4
DNA ligase buffer (NEB), heated to 65°C and slowly cooled
to room temperature. 400 U of T4 DNA ligase (NEB) were
added and the sample was incubated overnight at 20°C. The
fragments were puri®ed from the excess oligonucleotides
using a Qiagen PCR puri®cation kit.

Attachment of DNA fragments to the target site

Lambda DNA (1 mg; 3 nM) was incubated in 10 ml of T4 DNA
ligase buffer with 20 mM of the triplex stabilizing ligand BQQ,
100 nM of TFO and 200 nM of labeled fragment (for
¯uorescence microscopy analysis) or unlabeled fragment (for
gel retardation assay). The sample was heated to 80°C and
slowly cooled to room temperature. 400 U of T4 DNA ligase
were then added and the sample was incubated overnight
at 20°C.

When removal of the fragment was necessary, the previ-
ously described spermidine precipitation procedure was used
(34). Brie¯y, 10 ml of the ligation reaction were diluted to a
®nal volume of 100 ml in a precipitation buffer containing
20 mM Tris pH 8.0, 40 mM NaCl, 8 mM MgCl2 and 12.5 mM
of ice-cold spermidine. The sample was incubated for 30 min
at room temperature and centrifuged for 15 min at
14 000 r.p.m. The pellet was rinsed with 100 ml of a 1:1 v/v
mix of isopropanol and a solution containing 600 mM NaCl,
20 mM MgCl2 and 50 mM EDTA. It was resuspended in 100 ml
of T4 DNA ligase buffer supplemented with 4 mM BQQ and
150 nM YOYO-1 (Molecular Probes).

Then 50 ng of YOYO stained DNA were loaded on a 1%
agarose gel in 0.53 TBE buffer at 14°C. The migration
conditions were 6 V/cm, 120°, 1 to 6 s pulses, for 20 h in a
Chef DRIII pulsed-®eld gel electrophoresis system (Bio-Rad).
The gel was then stained with ethidium bromide.

Attachment site analysis

The speci®city of the labeling reaction was checked by
digesting lambda DNA with the ApaI restriction enzyme.
After the ligation reaction, the sample was heated for 20 min at
65°C to inactivate the ligase. 200 ng of lambda DNA (2 ml of
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the ligation reaction) were incubated with 5 U of ApaI
(Promega) in 20 ml of the recommended buffer (10 mM Bis
Tris Propane±HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol pH 7.0
at 25°C) for 3 h at 37°C. The digested sample was analyzed by
pulsed-®eld gel electrophoresis as described above except that
the migration time was 12 h.

Molecular combing

Glass surfaces were rendered hydrophobic by polystyrene
spin-coating: a drop of polystyrene (5% w/v in toluene) was
placed on a clean coverslip and spread by spin-coating at
3000 r.p.m. for 20 s. Then 50 ng of DNA stained with
YOYO-1 (at a ratio of 1 dye for 100 bp) was added in a
reservoir containing 3 ml of MES 50 mM, pH 5.5 at 4°C. The
coverslip was dipped into the reservoir for 2 min and then
slowly and regularly pulled up with a Combing Apparatus
(Institut Pasteur).

The proposed mechanism of molecular combing (35)
suggests that, at an appropriate pH, DNA in the reservoir
binds to the coverslip's surface mainly by one of its
extremities. When the coverslip is pulled up, the DNA
molecules are aligned and uniformly overstretched by the
receding meniscus like `algae by the receding tide' (35).

Images

The coverslips were scanned using an Olympus inverted
microscope equipped with a 1003, 1.4 numerical aperture oil
immersion objective lens, in combination with an Hg lamp and
®lter sets chosen for the detection of YOYO-1 and AlexaFluor
546 (OmegaFilters). Pictures were recorded with a CCD
camera (CoolSnap, Roper Scienti®c) (exposure time 100 ms).
The length of the DNA molecules and the position of the
labels were analyzed with MetaVue (Roper Scienti®c) and
ImageJ software.

RESULTS

Strategy for labeling double-stranded DNA

Triple helix forming oligonucleotides bind to dsDNA in a very
sequence-speci®c way. In order to achieve ¯uorescent labeling
of dsDNA, several ¯uorophores should be attached to a TFO
that is stably bound to its target sequence. We have recently
described a method for attaching peptides to dsDNA in which
a stem±loop TFO is ligated to a peptide-conjugated hairpin
oligonucleotide (36). In a similar approach, the short hairpin
oligonucleotide may be replaced by a longer double-stranded
DNA fragment in which several ¯uorescent compounds could
be incorporated (Fig. 1).

A lambda DNA molecule was chosen as the dsDNA to be
labeled. A 15 bp oligopurineoligopyrimidine target sequence,
located 4404 bp from the closest end of the molecule was
selected, and a 59mer stem±loop oligonucleotide was
designed with a central part capable of forming a triple helix
by binding to this sequence. This triple helix is made of T.AxT
and C.GxG base-triplets and is very stable in the presence of
the triplex stabilizing agent BQQ (34). Complementary
sequences were introduced in the 3¢- and 5¢-regions of the
TFO so that they can hybridize to each other, forming a 8 bp
double-stranded stem with a 4 nucleotide dangling 5¢ end
(Fig. 1).

The labeled fragment of approximately 500 bp was
produced by PCR using pBluescript as a template. A site for
the class IIS restriction enzyme BsaI, which enables it to
produce any 4 base overhang after digestion, was introduced
close to one end of the fragment in order to obtain a sticky end
complementary to the 5¢ end of the oligonucleotide. A non-
self-complementary sequence was chosen in order to avoid
self ligation of the oligonucleotide or the fragment.

A ¯uorophore-coupled dUTP was incorporated during the
PCR reaction. Several conditions and several ¯uorophore-
modi®ed dUTP were tried for preparation of the labeled
fragment, and for each of them the quantity of ®nal product as
well as the number of ¯uorophores that have been incorpor-
ated have been measured by absorption spectroscopy. dUTP
carrying AlexaFluor 546 was found to be incorporated
ef®ciently. The conditions we used (see Materials and
Methods) resulted in the reproducible incorporation of at
least 20 ¯uorophores in the 500 bp fragment with an
acceptable decrease of the PCR reaction yield. The quantity
of PCR product per tube was indeed 30% of that obtained
under standard conditions with unmodi®ed dNTPs.

Attachment of the DNA fragment to the speci®c target

We checked ®rst whether the DNA fragment could be linked
to its target site. To prevent auto-ligation of the complemen-
tary ends of the lambda molecules during the ligation reaction,
the 12 nucleotide single-stranded ends of the lambda
molecules were partially ®lled using a bacterial DNA
polymerase (Klenow fragment of Escherichia coli DNA
polymerase). The TFO, the DNA fragment (unlabeled) and
lambda DNA were mixed in the presence of the triplex-
speci®c ligand BQQ in T4 DNA ligase buffer. The samples

Figure 1. Description of the labeling strategy used in this study. The
sequence of the 59mer stem±loop TFO is shown. The 59mer oligonucleotide
can form a triple helix by binding to a 15 bp oligopurineoligopyrimidine
target sequence, located between 4404 and 4418 bp from the extremity of
the phage. A ¯uorescently labeled fragment made by PCR is digested by a
class IIS restriction enzyme in order to produce a sticky end that can be
ligated to the 5¢-end of the TFO. The restriction site for ApaI is indicated.
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were heated to 80°C to permit the opening of the TFO stem±
loop structure, and then slowly cooled down to allow ®rst
triple helix formation followed by hybridization of the ends of
the TFO to each other. T4 DNA ligase was then added and the
mixture was incubated overnight at 20°C in order to ligate the
TFO to the fragment's sticky end.

The formation of the labeling complex was assessed by a
gel shift assay as the labeled lambda molecules migrate more
slowly than the unlabeled molecules when analyzed by
pulsed-®eld gel electrophoresis (Fig. 2A, lane 2). The
observed shift was probably larger than what would be
expected upon addition of 500 bp to a lambda molecule. This
may be due to the branched structure of the labeled lambda
molecule. This assay allowed us to measure a yield for the
labeling reaction between 50 and 60%. No shift was observed
in the absence of TFO (lane 3), BQQ (lane 4), or ligase (lane
5), or when the samples were not heated before addition of
ligase (lane 6). This suggests that attachment of the fragment
necessitates ligand-induced triple helix formation and opening
of the stem±loop structure, although the heating step may in
fact be required only for the purpose of annealing.

We wondered whether the TFO was wound around the
target sequence. First, we ligated the DNA fragment to the
stem±loop TFO before the formation of a complex with
lambda DNA. No band shift was observed (lane 8). The
ligation prevents the opening of the TFO stem±loop structure,
and it is unlikely that the TFO would thread along lambda
DNA to reach its target sequence. Then, a 39mer linear TFO
was designed based on the 59mer stem±loop TFO, which lacks
the 3¢-side of the triplex-forming sequence. This oligonucleo-
tide can be ligated to the DNA fragment upon addition of a
short adapter oligonucleotide whose sequence corresponds to
the eight nucleotides on the 3¢-end of the 59mer. No shift was

observed when this linear TFO was used, whether the ligation
was performed before (lane 9) or after (lane 7) triple helix
formation. These results show that the only complex that can
be detected in the gel shift assay is the one where the TFO can
wind around its target sequence.

To check whether the DNA fragment was attached on the
right target sequence, we digested the labeled lambda DNA
with an enzyme that yields a 10 kb DNA molecule containing
the target site and a 38 kb DNA molecule. Analysis of the
samples by pulsed-®eld gel electrophoresis showed that only
the lower band, i.e. the 10 kb molecule, was shifted (Fig. 2B,
lane 4), thus indicating that the DNA fragment was attached to
the 10 kb segment, which contains the target sequence and not
to the longer 38 kb segment. No shift was observed in control
experiments when the labeling complex had not been formed
(Fig. 2B, lane 2). All these results suggest that the DNA
fragment can be attached in a sequence-speci®c way to a target
site on lambda DNA.

Visualization of the ¯uorescent label on combed DNA

Fluorescence microscopy was then used to observe the labeled
fragment attached to combed lambda DNA molecules. Since
labeled fragments may bind to the combing surface, the large
excess of fragments that are not ligated to phage molecules
had to be removed. This was achieved by spermidine selective
precipitation. More than 95% of the labeled fragments were
removed while more than 95% of the lambda DNA were
preserved, as assessed by agarose gel electrophoresis (not
shown). The puri®ed lambda DNA was then stained with
YOYO-1 and combed on a polystyrene coated slide. Images
were acquired separately for each ¯uorophore (YOYO-1
and Alexa Fluor 546) and then superimposed. The green
images showed the elongated YOYO-1 stained lambda DNA

Figure 2. Attachment of the labeled fragment to its speci®c target site as revealed by pulsed-®eld gel electrophoresis. (A) Lambda DNA (previously treated
in order to prevent concatemerization) was incubated with the stem±loop (s) or the linear (l) TFO and the DNA fragment in the presence of BQQ and the
enzymatic ligation reaction was performed. The TFO was omitted in lanes 1 and 3. BQQ was omitted in lanes 1 and 4. The ligase was omitted in lanes 1 and
5. Sample shown in lane 6 was not heated before ligation. In lanes 8 and 9, the stem±loop (s, ®lled lozenge) or linear (l, ®lled lozenge) TFO had been ligated
(®lled lozenge) to the labeled fragment before performing the incubation with lambda DNA. (B) Lambda DNA loaded on lanes 1 and 3 was identical to that
of lanes 1 and 2 in (A), respectively. These unlabeled and labeled phage molecules were digested with ApaI (lanes 2 and 4), which generates a 38 kb and a
10 kb fragment. Bands *49 kb and *10 kb correspond to the shifted (labeled) 49 kb lambda DNA and 10 kb fragment, respectively.
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molecules, as usually observed after the combing process, and
bright monodisperse ¯uorescent dots spread over the slide.
The red images also revealed bright monodisperse ¯uorescent
dots which colocalize with the green ones, giving yellow dots
on the superimposed images (Fig. 4). The red signal showed
low bleaching and a signal/noise ratio of 4. The size of the
spots (300 nm) is diffraction limited. Therefore, each spot may
correspond to any combed DNA molecule with a length below
700 bp. These observations suggest that these dots represent
single DNA label molecules that have incorporated several
Alexa Fluor 546 and are also stained with YOYO-1. In each
®eld of view (100 mm 3 100 mm), an average of 12 lambda
DNA molecules and 80 ¯uorescent dots were usually
observed. Thus the probability to observe a label on a lambda
molecule only by chance was low and the probability to
observe it at the expected position was very low.

We ®rst measured the size of the combed molecules in order
to control their integrity. Few short molecules were observed,
which probably resulted from phage molecules that have been
broken during the combing process; the very few molecules
with a length below 15 mm were not analyzed. Very long
molecules were not observed as the sample had been
previously treated to prevent lambda concatemerization.
Surprisingly two sets of molecules could be distinguished
among the 15±30 mm analyzed molecules: about one-third of
the molecules were 26.7 6 0.4 mm long, while the other two-
thirds were 24.3 6 0.5 mm long (Fig. 3A). In a control
experiment where lambda molecules were combed without
any pretreatment, the same analysis showed only one set of

full-length molecules (26.1 6 0.8 mm) (Fig. 3B); the length
distribution for the labeled molecules is signi®cantly different
from that observed for the non-labeled molecules (P < 0.001).

The two sets of molecules were further analyzed separately
for the position of red labels with respect to entire lambda
molecules. The ®rst set consisted of 38 molecules with a
length between 26.0 and 27.5 mm. Within this set, 22
molecules (58%) exhibited a red label at 2.3 6 0.3 mm from
the nearest extremity (Figs 4A, a, b and 5A). This position
corresponds to the location of the target sequence, at 4404 bp
(2.4 mm) from the extremity of the 48 502 bp fully extended
(26.7 mm) lambda molecule. The labeling yield (58%)
appeared to be in good agreement with the results of gel-
shift experiments (labeling yield between 50 and 60%). No
distinctive orientation of the lambda molecules could be
noted: the label was equally distributed on both sides of the
combed molecule with respect to the combing direction
(Fig. 5A, left). Four molecules (11%) were observed with a
label at a different position from the expected one (Fig. 4A, c).
It is not obvious whether these labeled fragments were
attached to the lambda molecules at a non-speci®c site or
whether they were not removed during the puri®cation process
and became attached to the slide close to a lambda molecule.
Eleven molecules (29%) were observed with a label at their
extremity (Fig. 4A, b), nine of which were on the same side
relative to the combing direction, i.e. on the side that sticks
®rst to the glass surface. This suggests that there could be
some non-speci®c interactions during the combing process
between this extremity and the labeled fragment, or that
labeled fragments could be ligated at the end of lambda
molecules and then favor attachment to the slide during the
combing process.

Figure 4. Visualisation of labels on combed lambda molecules. DNA was
stained with YOYO-1 (green). The labeled DNA fragments contained Alexa
Fluor 546 (red); they therefore appear as yellow spots. The bars represent
5 mm. A montage of different patterns of combing and labeling is produced:
(A) aligned longer (26±27.5 mm) molecules. The combed molecules were
aligned so that the red internal labels were located on the left side, but they
were equally distributed on both sides with respect to the combing direction
(see text). (B) Aligned shorter molecules (23.5±25.5 mm). In this case,
combed molecules were oriented with respect to the combing direction, i.e.
the left side is the side where the DNA molecule sticks ®rst to the glass
surface, before being stretched in the direction indicated by the arrow.

Figure 3. Analysis of the length of combed lambda DNA molecules.
Lambda DNA molecules either labeled (A) or untreated (B) were combed
on polystyrene coated slides. Images were captured and analysed. 135 (A)
and 159 (B) molecules were measured.
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The second set consisted of 69 molecules with a length
between 23.5 and 25.5 mm. Within this set, 57 molecules
(84%) exhibited a label at one of their extremities (Figs 4B, d,
e and 5B). It is interesting to note that all those molecules were
oriented relative to the combing direction: the label was
always located on the DNA extremity that becomes attached
®rst to the slide during the combing process. The difference
between the length of both sets of molecules (26.7±24.3 mm)
was the same as the distance between the label and the
extremity of the lambda molecule (2.3 mm). Moreover, some
of these shorter combed molecules had a larger width on the
side of attachment, over a short length that does not exceed
2.5 mm (Fig. 4B d). These observations strongly support the
hypothesis that the molecules of this shorter set have ®rst
bound to the slide surface at the labeling site, then the DNA on
both sides of this site have completed the combing process.
Folding of the molecules at the attachment point would
explain the larger width of some molecules close to this site.
These shorter length molecules are therefore labeled at the
correct target site and the presence of the labeled fragment
interferes with the combing process by providing a new
internal attachment site. The results of DNA combing
experiments are consistent with those obtained from gel
shift experiments, showing that our strategy results in
the introduction of a stable sequence-speci®c label on
double-stranded DNA. They prove that labeled combed
molecules can be observed by optical microscopy and
therefore con®rm the validity of our labeling strategy.

DISCUSSION

The aim of this study was to develop a new strategy to
visualize a short double-stranded DNA sequence by optical
microscopy. For this purpose, we linked a ¯uorescent DNA
fragment to a TFO. This labeled fragment was ef®ciently
catenated to lambda DNA in a sequence-speci®c way.
Formation of a catenated complex resulted from the ligation
of the sticky end of the fragment to the end of a stem±loop
triplex forming oligonucleotide that is wound around its target
sequence. In our previous work where the same type of
stem±loop oligonucleotide was ligated to a short hairpin
oligonucleotide, the complex formed by the circularized
oligonucleotides and the plasmid containing the target
sequence for triplex formation resisted the denaturing con-
ditions, which proved the formation of a catenated structure
(36). It is unlikely that replacing the hairpin oligonucleotide
by a longer dsDNA fragment would prevent the stem±loop
TFO winding around its dsDNA target. In the present work,
the target is located on a linear DNA. Therefore, the structure
formed by the lambda DNA and the DNA-ligated TFO should
be a pseudorotaxane and the topological link formed between
the two components of this structure would be disrupted upon
complete denaturation. Our previous studies support the idea
that TFOs that are wound around their target form triple
helices that are much more stable than those made by linear
TFOs. Indeed their stability approaches that of triple helices
where the TFO has been linked covalently to its target. Based

Figure 5. Histograms presenting the position of labels on lambda DNA molecules. Distances were measured between the label and the end of the molecule
that becomes attached ®rst to the slide during the combing process. Data are shown for the ®rst set of molecules (26.0±27.5 mm) (A, left) and for the second
set (23.5±25.5 mm) (B). The labels located exactly at the extremity of the molecules are scored in black, whereas those located at an internal position are
scored in grey. For the ®rst set of molecules, the distance between the label and the closest end of the molecule is also presented (A, right).
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on this concept, control experiments were designed. The only
complex that we detected by gel shift experiments is the one
where the TFO can wind around its target, which suggests that
this complex has a pseudorotaxane structure. A more simple
labeling strategy has been designed in which a linear TFO is
ligated to a labeled DNA fragment, before or after the TFO has
bound to its target sequence. However, this approach did not
result in a complex that was stable enough to be observed by
gel shift experiment. Thus the pseudorotaxane structure is
required for formation of a very stable complex that does not
dissociate during migration in a gel and during the combing
process.

The labeling yield was comparable those obtained in our
previous reports (60%) (24,36). It did not improve when using
higher concentrations of TFOs or labeled fragments and, as
previously reported, oligonucleotide quality is probably
the major factor which limits the yield of these labeling
procedures.

At least 20 molecules of Alexa Fluor 546 were incorporated
in the 500 bp DNA fragment made by PCR, which proved to
be suf®cient for visualization. Statistical analysis of the
position of the label on the lambda molecule showed that it
was attached only to the target site. The triplex stabilizing
agent (BQQ) has not been removed, which results in a very
stable complex in which the TFO is not able to slide from its
target sequence, as previously reported in one of our previous
studies (34). Some non-speci®c interactions between the
labels and the ends of the lambda molecule were noticed,
which may be due to the presence of short single stranded
sequences at the extremity of phage DNA molecules. It may
also be due to the ligation of the PCR label at the end of the
lambda molecule, although there is no evident base-pairing
scheme that would explain such a result. Very few labels were
seen at a non-speci®c position within the lambda DNA
molecules, and no secondary binding site was observed. These
non-speci®c signals are probably explained by an incomplete
elimination of the non-bound labeled fragments.

To our knowledge, this is the ®rst time that a non-repeated
sequence as short as 15 bp has been visualized by optical
microscopy. Another original feature of this approach is that
the DNA sequence is recognized in its double-stranded form.
Although formation of DNA triple helices is associated with
certain sequence restrictions, progress has been made that
extends the repertory of sequences that can be bound by TFOs
(37). We have been able to use this labeling strategy on
oligopurineoligopyrimidine target sequences ranging from 12
to 20 bp (not shown). There are 15 such sequences in the
lambda genome, and the overrepresentation of oligopurine-
oligopyrimidine sequences has been demonstrated for eukar-
yotic genomes (38). Moreover, our approach may be applied
with other DNA recognition strategies (22,39).

Some DNA molecules were found to be anchored to the
polystyrene coated surface at the labeling site. Attachment
probably occurs through the single-stranded DNA surrounding
the target site, since the combing process is thought to involve
attachment of DNA to the slide via its single-stranded ends. If
anchoring via the labeled site may be a problem if one wants to
observe the precise position of a label after combing long
DNA molecules, it may also be exploited to speci®cally
capture the tagged molecules from a large pool of DNA
molecules, or to attach long DNA molecules to a surface or to

a bead by an internal site and not only by its extremities, which
presently remains an experimental challenge (2,3,6,7,40). The
labeling strategy described here may therefore constitute a
new tool for the manipulation of single DNA molecules.

Single molecule studies of DNA by optical microscopy
have been carried out using YOYO-stained molecules (12,13).
However, staining with a ¯uorescent dye may inhibit several
interactions between DNA and proteins (41). The method we
describe here may be used for introducing one or two labels
for the localization or measurement of single DNA molecules.

Since no ampli®cation reaction such as enzymatic DNA
polymerization or successive additions of antibody layers is
necessary, and the exposure time is short (100 ms), the labeled
DNA molecules may be observed in real time in order to allow
the visualization of dynamic behavior. It has been shown that
the TFO can slide along the double helix if the triplex
stabilizing agent (BQQ) is removed (34). Thus the labeled
fragment described here may be displaced by DNA and RNA
polymerases and proteins that translocate along double-
stranded DNA (42). Therefore, the labeled fragment could
be an interesting tool for the study of protein movement and
may be used as a probe for observing their one-dimensional
motion.

In conclusion, the labeling strategy described in this paper
represents an original approach for the visualization of short
sequences of double-stranded DNA by optical microscopy.
This strategy may also ®nd applications as a tool for single
molecule studies of DNA and its interaction with proteins.
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4 INTERACTION D'ECORV AVEC DES MOLÉCULES D'ADN ÉTIRÉES 264 Intera
tion d'E
oRV ave
 des molé
ules d'ADN étirées4.1 Motivation : di�usion fa
ilitée des protéines le long de l'ADNUn nombre important de protéines interagissant ave
 l'ADN agissent en des sites spé
i�ques.Leur a
tion (
oupure, méthylation,...) né
essite la lo
alisation de 
ourtes séquen
es, en généralde quelques paires de bases, sur des molé
ules d'ADN pouvant en 
ompter plusieurs milliers(ADN des ba
tériophages), voire plusieurs millions (ADN 
hromosomique). Parmi 
es protéines,beau
oup lo
alisent leur séquen
e 
ible ave
 une e�
a
ité extraordinaire, et 
e sans 
onsommerd'énergie. Riggs et al. ont observé dès 1970 que l'asso
iation du répresseur La
 sur l'ADN est 
a-ra
térisée par une 
onstante d'asso
iation kA = 1010 M−1s−1 [107℄. Cette 
onstante d'asso
iationest remarquablement élevée, et ne peut être expliquée par un modèle de di�usion tridimension-nelle des enzymes vers leur site d'a
tivité, qui 
onduirait à des valeurs de 107 à 108 M−1s−1[108℄. A la suite de 
ette étude, de nombreux bio
himistes se sont interrogés sur les mé
anismesà l'origine de 
ette lo
alisation a

élérée. Ils ont 
onstaté en parti
ulier que la lo
alisation d'uneséquen
e 
ible est plus rapide lorsque 
elle-
i est entourée de fragments d'ADN non spé
i�ques.L'e�et s'a

entue lorsque la longueur des fragments augmente, et sature pour une longueur desfragments ex
édant quelques 
entaines de paires de bases. La plupart de 
es études ont été menéessur le répresseur La
 [109℄ et sur des enzymes de restri
tion [110, 111, 112℄.Mé
anismes mi
ros
opiques pour la di�usion fa
ilitéePlusieurs mé
anismes de di�usion dans le domaine d'une molé
ule d'ADN ont été proposéspar les bio
himistes pour expliquer 
es taux d'asso
iation élevés. Ils sont rassemblés sous ladénomination de �di�usion fa
ilitée�, et nous avons 
onservé dans 
e mémoire leur terminologieanglo-saxonne (�gure 17). Le �sliding� est une di�usion unidimensionnelle le long des molé
ulesd'ADN et suit un sillon de l'ADN, dans un mouvement 
ensé être héli
oïdal. Le �hopping�
onsiste en une suite d'asso
iations-disso
iations sur l'ADN, 
haque asso
iation étant séparéede la suivante par une di�usion tridimensionnelle sur une petite distan
e, jusqu'à 20 bp. Le�jumping� implique des sauts plus longs, qui peuvent représenter plusieurs milliers de bp, même siles deux portions de l'ADN, replié, sont pro
hes l'une de l'autre (�gure 17). En�n, l'�intersegmenttransfer� exige que la protéine ait deux sites de liaison ave
 l'ADN. Nous ne 
onsidèrerons plus
e mé
anisme dans la suite, E
oRV ne 
omportant qu'un site. Dans la littérature, 
es pro
essusde di�usion sont dé�nis un peu di�éremment d'un arti
le à l'autre. La 
lassi�
ation utiliséei
i est 
elle de Steven Halford [113, 114℄ et Alfred Pingoud [115℄. Ces mé
anismes ont tous en
ommun de réduire la dimension de l'espa
e de re
her
he, et don
 d'a

élérer la lo
alisation d'uneséquen
e-
ible. Signalons qu'un nouveau mé
anisme de type �sliding� a été ré
emment proposé,dans lequel le mouvement se produirait sur la surfa
e entière des molé
ules d'ADN (mouvement2D sur un 
ylindre) [116℄, voire dans un petit volume autour des molé
ules d'ADN [117℄. Enpratique, les expérien
es de bio
himie sont souvent analysées en terme d'une 
ombinaison demé
anismes 1D et 3D, 
ombinaison qui permet de minimiser le temps né
essaire à la lo
alisationdes séquen
es-
ibles [113, 118℄. Le sliding permet en e�et d'explorer base par base de petitsdomaines, généralement disjoints et reliés entre eux par des sauts plus ou moins longs (�gure17). Cette 
ombinaison rend la re
her
he moins redondante que dans un mouvement de "sliding"seul, qui permet néanmoins l'exploration base par base d'un petit domaine avant disso
iation,rendant la 
ombinaison plus e�
a
e que le hopping seul.Un modèle simple permet d'estimer le temps né
essaire à l'exploration d'une molé
ule d'ADN
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sliding
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sliding

intersegment 
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Fig. 17 � (a) Mé
anismes de di�usion à l'intérieur d'une pelote d'ADN. (b)Lo
alisation desséquen
es-
ibles par alternan
e de phases de di�usion 1D (sliding) et 3D (hopping/jumping).de longueur L grande devant la longueur de persistan
e de l'ADN. Une protéine alterne des phasesde di�usion le long de l'ADN (sliding) et des phases de di�usion 3D (hopping) à l'intérieur dudomaine 
onstitué par la molé
ule d'ADN. Dans 
e modèle, toute disso
iation de la protéine horsde 
e domaine est négligée. Les phases de sliding sont 
ara
térisées par un 
oe�
ient de di�usion
D1 le long de l'ADN et une longueur moyenne l1 de la zone explorée avant disso
iation. Lesphases de hopping sont 
ara
térisées par un 
oe�
ient de di�usion tridimensionnelle D et unedistan
e moyenne l entre les sites de disso
iation et de réasso
iation. Cette longueur l dépend dela 
onformation de la molé
ule d'ADN et de sa longueur. Dans le 
as d'une pelote modélisée parune 
haîne librement jointe, elle est estimée à √

LLp [119℄, où Lp = 50 nm est la "longueur depersistan
e" de l'ADN. La durée moyenne d'une phase de sliding est l21/D1, et la durée moyenned'une phase de hopping est l2/D.Pour simpli�er le 
al
ul, nous faisons l'hypothèse que les zones explorées par sliding sontdisjointes. La molé
ule entière est alors explorée à l'issue de L/l1 événements d'asso
iation. Letemps né
essaire à la lo
alisation de la séquen
e-
ible est don
 de l'ordre de :
τ(l1) = L/l1(l

2
1/D1 + l2/D).Ce temps devient très élevé pour l1 → 0 (hopping seul), 
ar le nombre d'événements d'asso-
iation/disso
iation, de durée non nulle, est alors très grand, ainsi que pour l1 → L (sliding seul)en raison de la durée proportionnelle à l21 des phases de sliding. Il passe par un unique minimum

l1 lorque les phases de di�usion 1D sur l'ADN (sliding) et 3D dans la pelote (hopping) ont mêmedurée :
l1 =

√

LLpD1

D
. (5)Pour une molé
ule d'ADN du ba
tériophage T7 utilisé dans nos expérien
es, de longueur40 kb soit 13 µm, l est de l'ordre de 0.6 µm. Le rapport D1/D peut être estimé à l'aide de
onsidérations hydrodynamiques [120℄, sur lesquelles nous reviendrons en détails. Il dépend dela taille de la protéine impliquée et a une valeur d'environ 1/10 pour une protéine de taillenanométrique. Finalement, l1 ≃ 0.2 µm ≃ 600 paires de bases. Ce modèle simple permet deprédire une longueur de sliding optimale de l'ordre du millier de paires de bases sur les ADN deba
tériophages. Comme nous le verrons dans la partie suivante, 
ette valeur est 
ohérente ave

elle qui a été prévue par Jelts
h et Pingoud pour l'enzyme E
oRV [121℄.



4 INTERACTION D'ECORV AVEC DES MOLÉCULES D'ADN ÉTIRÉES 28Des protéines bien adaptées à 
ette étude : les enzymes de restri
tion de type IILes ba
tériophages sont des virus 
apables d'inje
ter leur matériel génétique à l'intérieur d'uneba
térie, dans le but d'utiliser sa ma
hinerie pour se multiplier. Pour se protéger de leurs at-taques, les ba
téries utilisent des systèmes de restri
tion-modi�
ation qui permettent de détruirel'ADN viral tout en protégeant l'ADN ba
térien. Il existe trois types di�érents de systèmes derestri
tion/modi�
ation. Dans les systèmes de types I et III, les a
tivités de modi�
ation et derestri
tion sont assurées par la même enzyme, dont l'a
tivité requiert la 
onsommation d'ATP.Les systèmes de type II sont des systèmes 
omposés de deux enzymes distin
tes opérant sur unemême séquen
e-
ible : une enzyme de restri
tion, qui re
onnaît et 
live une séquen
e spé
i�quede 4 à 8 pb et une méthyltransférase, qui empê
hent le 
livage de l'ADN par la méthylationde la séquen
e-
ible. Puisque la longueur de la séquen
e-
ible d'une enzyme de restri
tion est
ourte, il est statistiquement probable qu'elle existe sur un ADN viral pris au hasard. Ainsi, uneséquen
e de 6 bp se ren
ontre en moyenne tous les 46=4096 pb sur l'ADN, longueur inférieure àla longueur des ADN viraux (quelques dizaines de kilobases). De plus, de nombreuses enzymesde restri
tion di�érentes, une 
entaine par exemple 
hez E. Coli, sont présentes 
hez les ba
téries,
e qui permet potentiellement de 
ouper quasiment n'importe quel ADN viral.Une a
tion rapide des enzymes de restri
tion après une invasion virale est indispensable. D'unepart, le ba
tériophage doit être 
livé avant qu'il ne parvienne à se multiplier, et d'autre part lesenzymes de restri
tion sont en 
ompétition 
inétique ave
 les méthyltransférases, sus
eptiblesde protéger l'ADN viral lui-même. Dans le 
as des enzymes de restri
tion, la lo
alisation rapided'une séquen
e-
ible 
onditionne don
 dire
tement la survie 
ellulaire.Depuis le début des années 80, un nombre important de bio
himistes se sont intéressés auproblème de la lo
alisation des séquen
es-
ibles par les enzymes de restri
tion de type II, et enparti
ulier E
oRI et E
oRV. Un grand nombre de 
es expérien
es ont démontré la possibilitéd'un mouvement de sliding in vitro, alors que les expérien
es ré
entes de Steven Halford ontmis en éviden
e l'impli
ation des pro
essus 3D (hopping), également in vitro. S'il est à présentétabli que la lo
alisation des séquen
es-
ibles utilise 
onjointement 
es deux mé
anismes, leurimportan
e respe
tive fait en revan
he l'objet de vifs débats depuis quelques années, 
omme entémoigne le nombre élevé de publi
ations ré
entes sur 
e sujet [113, 114, 115, 121, 122℄. Je renvoiele le
teur à la thèse d'Aurélien Crut [119℄ pour un des
riptif des expérien
es menées au 
ours desvingt dernières années par les bio
himistes. Ces expérien
es ont une limitation fondamentale :l'interprétation de leurs résultats né
essite leur 
onfrontation aux prédi
tions issues des modèlesdé
rivant les di�érents mé
anismes mi
ros
opiques possibles. Ces modèles sont souvent 
omplexeset font appel à des paramètres mal 
onnus expérimentalement, tels que le taux de disso
iationpour le sliding ou la durée de l'asso
iation pour le hopping. L'interprétation de 
es expérien
esest don
 déli
ate et 
'est la raison pour laquelle les 
on
lusions divergent suivant les groupes.Par exemple, pour le groupe d'Alfred Pingoud, la lo
alisation in vitro des séquen
es-
ibles se faitessentiellement par di�usion unidimensionnelle le long de l'ADN (sliding). Ce groupe 
on
lutà une exploration d'environ 1000 paires de bases avant disso
iation pour les enzymes E
oRIet E
oRV. Selon Steven Halford la lo
alisation des séquen
es-
ibles utilise essentiellement lespro
essus 3D, le sliding n'ayant qu'une importan
e très marginale. Son groupe prédit en dé�nitiveune longueur par
ourue par événement de sliding inférieure à 25 paires de bases.
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es à l'é
helle de la molé
ule uniqueLes expérien
es à l'é
helle de la molé
ule unique sont en mesure de fournir un a

ès dire
t aux
ara
téristiques mi
ros
opiques de la di�usion, par exemple pour la di�usion 1D sa durée et son
oe�
ient de di�usion. Notre système est parti
ulièrement bien adapté à l'étude de la di�usionfa
ilitée. La mi
ros
opie de �uores
en
e permet d'enregistrer la traje
toire d'une enzyme marquéelors de son intera
tion ave
 l'ADN étiré, l'utilisation de la mi
ros
opie par onde évanes
entepermettant de travailler à des 
on
entrations en protéines élevées. Puisque les enzymes sontsupposées di�user le long de l'ADN sans exer
er de for
es, les te
hniques dé
rites plus haut quiétudient l'a
tivité enzymatique à partir des modi�
ations de longueur de l'ADN ou du 
ouplesubi par le polymère (pin
es optiques/magnétiques) ne pourraient être utilisées.Le nombre élevé de publi
ations 
on
ernant la di�usion fa
ilitée de l'enzyme de restri
tionE
oRV nous a 
onduits à 
onta
ter A. Pingoud (Justus-Liebig Universität Giessen, Allemagne)pour lui proposer une 
ollaboration. Wolfgang Wende a a

epté de nous donner des é
hantillonsde l'enzyme modi�ée pour mener nos expérien
es. La 
inétique de 
ette enzyme est de plus bien
ara
térisée, 
e qui nous a permis de 
omparer nos résultats à 
eux obtenus par les bio
himistes.A l'heure a
tuelle, plusieurs groupes dans le monde utilisent 
es te
hniques en vue de déter-miner pré
isément les mé
anismes à l'÷uvre pour la lo
alisation des séquen
es 
ibles.4.2 E
oRV marquée NCsL'enzyme de restri
tion E
oRV
(1) (2) (3)

5' ... G  A  T  A  T  C ... 3'
3' ... C  T  A  T  A  G ... 5'

(a) (b)Fig. 18 � (a) Séquen
e-
ible d'E
oRV (b) Stru
ture d'E
oRV : (1) enzyme seule, et liée à l'ADN(en bleu) (2) sur une séquen
e non spé
i�que et (3) sur sa séquen
e-
ible. Les deux unités 
onsti-tuant le dimère sont représentées en vert et en rouge.E
oRV est une enzyme de restri
tion de type II. Elle se présente sous la forme d'un homodimèrede masse molé
ulaire totale 57 kD, 
haque sous-unité 
omportant 245 a
ides aminés. Cetteenzyme re
onnaît une séquen
e de 6 paires de bases sur l'ADN double-brin, qu'elle 
oupe enson milieu. Elle a été 
ristallisée en 1993 par Winkler et al. dans trois 
on�gurations di�érentes :libre, liée non spé
i�quement à l'ADN, et �xée sur sa séquen
e-
ible [123℄ (�gure 18). La 
apa
itéd'E
oRV à re
onnaître spé
i�quement et à 
liver sa séquen
e-
ible dépend de la présen
e d'ionsdivalents. En l'absen
e de tels ions, E
oRV manifeste peu de spé
i�
ité pour sa séquen
e-
ible,qu'elle est in
apable de 
liver [124℄. En leur présen
e, E
oRV se lie plus fortement à sa séquen
e-
ible qu'à l'ADN non spé
i�que. Cependant, sa 
apa
ité à 
liver ensuite l'ADN est variable selon
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livage est le plus e�
a
e ave
 des ions Mg2+, alors qu'il est n'est pas observéen présen
e d'ions Ca2+ [125, 126℄.Les enzymes utilisées dans les expérien
es présentées dans 
ette se
tion sont des mutantsfournis par Wolfgang Wende . Ces enzymes possèdent un groupement biotine qui a été ajouté àl'enzyme de manière spé
i�que. Pour 
ela, l'unique 
ystéine présente dans la stru
ture de l'en-zyme sauvage a été rempla
ée par une sérine (mutation C21S) et un a
ide aminé a

essible aété rempla
é par une 
ystéine. Trois mutants ont été élaborés, qui 
orrespondent aux mutationsK58C, T222C et Y241C (K : lysine, T : thréonine, Y : tyrosine, C : 
ystéine ; les 
hi�res 
or-respondent à la position sur la stru
ture primaire) (�gure 19). Les mutants obtenus possèdentdon
 tous une unique 
ystéine, qui est a

essible en solution 
ontrairement à 
elle que possèdentles enzymes sauvages. Une biotine-maléimide peut ensuite être liée à 
ette 
ystéine. D'après lestests réalisés par W. Wende, l'a
tivité biologique des enzymes mutantes biotinylées est la mêmeque 
elle des enzymes sauvages. Notons qu'E
oRV adoptant une 
onformation dimérique, 
haquedimère 
ontient don
 deux biotines sus
eptibles d'être 
ouplées à des �uorophores.Nous avons utilisé dans toutes les expérien
es le mutant K58C, qui a été 
ouplé à des NCs
ouverts de streptavidine. Dans la suite du mémoire, le 
omplexe est désigné par la dénomination"NC-E
oRV". Nous avons véri�é que les é
hantillons 
ouplés sont en
ore a
tifs, nous avonségalement observé que le 
ouplage des nano
ristaux à E
oRV a�e
tait leur migration sur un geld'agarose. En�n, nous avons observé que le 
omplexe se lie à des billes 
ouvertes d'héparine, unpolymère analogue à l'ADN auquel les endonu
léases se lient ave
 une 
onstante de d'asso
iationélevée. Les proto
oles de 
ouplage et les tests d'a
tivité sont dé
rits en détails dans la thèsed'Aurélien Crut [119℄.

Fig. 19 � Enzymes E
oRV mutantes produites par W. Wende (groupe d'A. Pingoud) : deuxmutations ont été réalisées : C21S et, selon l'é
hantillon, K58C, T222C ou Y241C.Comme nous le verrons, les NCs nous ont permis la déte
tion de protéines individuelles ave
des résolutions spatiale (dé�nie i
i 
omme la pré
ision ave
 laquelle il est possible de pointer laposition d'un �uorophore) et temporelle 
ompatibles à l'étude de la di�usion linéaire d'E
oRV lelong de l'ADN. Ces résolutions devaient permettre de 
ara
tériser un mouvement qui a lieu surdes longueurs inférieures à 1 µm et pendant une durée de l'ordre de la se
onde.
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tion de NC-E
oRV ave
 des molé
ules d'ADNde T7 étiréesNotre expérien
e ayant pour obje
tif d'observer les intera
tions non spé
i�ques entre E
oRV etl'ADN, nous avons dé
idé d'utiliser un ADN dénué de 
ibles pour 
ette enzyme. L'ADN λ utilisépour développer la te
hnique d'étirement a don
 été ex
lu, 
ar il possède 21 séquen
es-
ibles pourE
oRV. D'autre part, nous souhaitions utiliser un ADN su�samment long (quelques dizaines dekb) pour assurer une fréquen
e d'asso
iation E
oRV-ADN élevée. L'ADN du ba
tériophage T7satisfait à 
es deux 
ontraintes : sa taille est de 39 937 pb, et il ne possède au
une séquen
e-
ible pour E
oRV. Nous avons 
hoisi pour déte
ter l'ADN le SYBR Gold (Mole
ular Probes), un�uorophore qui s'insère dans le petit sillon de l'ADN [127℄. Meng et al. ont montré en 1996 quela présen
e d'inter
alants (YOYO1) le long des molé
ules d'ADN a�e
te l'a
tivité des enzymesde restri
tion, alors que le marquage de l'ADN ave
 des �uorophores qui se lient au petit sillonde l'ADN est sans e�et sur l'a
tivité de la plupart des enzymes de restri
tion testées [99℄.Le prin
ipe de notre expérien
e 
onsiste à introduire des NC-E
oRV dans une 
avité à é
ou-lement où des molé
ules d'ADN de T7 ont été préalablement étirées. Les 
onditions de 
etteexpérien
e ont dû être optimisées a�n d'éviter toutes les intera
tions indésirables : entre lesnano
ristaux et la surfa
e, entre l'ADN et la surfa
e, et entre les nano
ristaux et l'ADN. Le trai-tement ave
 le Blo
king Reagent, dé
rit dans la se
tion pré
édente, nous a permis de travaillerdans des 
onditions a

eptables. Le pH de nos expérien
es a été soigneusement ajusté à 6,8, a�nde minimiser la 
harge des NCs. Cette 
harge est due à la streptavidine présente à leur surfa
e,dont le point isoéle
trique est situé entre 6,5 et 7,0. En travaillant à un pH éloigné de 
e pointisoéle
trique, la 
harge des NCs peut perturber l'intera
tion des NC-E
oRV ave
 l'ADN. Ce pHn'est pas un paramètre 
ritique pour l'intera
tion d'E
oRV ave
 l'ADN non spé
i�que : Engler etal. ont montré que la 
onstante d'asso
iation d'enzymes E
oRV sauvages à des oligonu
léotidesne 
ontenant pas sa séquen
e-
ible était indépendante du pH, du moins dans la gamme 6,0-7,0[128℄.La fréquen
e des événements d'asso
iation de NC-E
oRV à une molé
ule d'ADN étirée estd'autant plus grande que leur 
on
entration est élevée. Cependant, pour une déte
tion en épi-�uores
en
e, les 
on
entrations élevées de nano
ristaux 
réent un fond lumineux qui diminue laqualité de déte
tion d'un NC-E
oRV en intera
tion ave
 l'ADN ; 
e problème peut être résolu parl'utilisation d'une onde évanes
ente pour l'ex
itation des nano
ristaux. Cependant, l'utilisationde NC-E
oRV à des 
on
entrations supérieures à 1 nM a une se
onde 
onséquen
e plus gênante :des spots très lumineux sont alors observés sur les molé
ules étirées. Ces spots ne se disso
ienten général pas des molé
ules d'ADN. Il pourrait s'agir d'agrégats de NC-E
oRV qui interagissentave
 l'ADN par plusieurs enzymes. Après quelques essais, nous avons 
on
lu que la 
on
entrationoptimale en NC-E
oRV était de l'ordre de 0.25 à 0.5 nM. En e�et, la fréquen
e des événementsd'asso
iation est satisfaisante dans 
e 
as (typiquement un événement par minute et par molé
uleétirée) alors que la présen
e d'agrégats "permanents" sur l'ADN est rare. Dans 
ette gamme de
on
entrations, l'utilisation d'une onde évanes
ente n'est plus une né
essité absolue.RésultatsLe prin
ipe de nos expérien
es 
onsiste à étirer des molé
ules d'ADN de T7, puis à les mettreen présen
e de NC-E
oRV dans une solution de 
omposition 
ontr�lée. Une fois 
e
i réalisé, lalame est explorée pour trouver une molé
ule d'ADN étirée. Une image de l'ADN est enregistrée,puis nous 
hangeons le jeu de �ltres utilisé, de manière à déte
ter 
ette fois les NC-E
oRV ; un
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ule d'ADN 
asse, la lame est explorée à nouveau pour en trouverune autre et re
ommen
er la même pro
édure.Sur les �lms réalisés, on observe fréquemment des événements d'asso
iation de NC-E
oRV àl'ADN ; les nano
ristaux restent sur l'ADN pendant une durée de l'ordre de la se
onde puis s'endisso
ient (�gure 20). A�n de véri�er que 
es événements sont bien dus à la présen
e d'E
oRV
(b)(a)

(c)

3 4 5 6 7 92 81

Fig. 20 � Asso
iation d'un NC-E
oRV à l'ADN : (a) image d'une molé
ule d'ADN étirée marquéeau SYBR Gold (longueur apparente : environ 10 µm), (b) extraits d'un �lm réalisé sur la mêmezone, qui montre l'asso
iation entre les images 1 et 2 d'un NC-E
oRV à la molé
ule d'ADN, puissa disso
iation entre les images 8 et 9, après environ 2 s. Les points rouges indiquent la positiondes extrémités de la molé
ule d'ADN. La durée entre 
haque image est 200 ms. (
) Représentations
hématique de l'événement observé.à la surfa
e des nano
ristaux, une expérien
e témoin a été réalisée ave
 des nano
ristaux seuls,dans les mêmes 
onditions expérimentales. Au
une intera
tion des nano
ristaux ave
 l'ADN n'apu être observée, même en augmentant à 1 nM la 
on
entration en nano
ristaux.Nous avons exploré 3 
onditions de salinités di�érentes, a�n de tester l'in�uen
e de 
e para-mètre sur l'intera
tion des NC-E
oRV ave
 l'ADN.
• 66 événements du type de 
elui présenté sur la �gure 20 ont été observés sur l'ensemble desexpérien
es réalisées à 25 mM NaCl.
• 83 événements ont été observés à 50 mM NaCl.
• 117 événements ont été observés à 75 mM NaCl.Les �lms réalisés 
ontiennent essentiellement deux informations sur l'intera
tion des NC-E
oRV ave
 l'ADN : la distribution des temps d'intera
tion des NC-E
oRV ave
 l'ADN, et uneéventuelle di�usion le long de l'ADN, 
ara
térisée par un 
oe�
ient de di�usion D. On peutdéduire de 
es deux paramètres la longueur moyenne explorée par un NC-E
oRV pendant unévénement d'asso
iation ave
 l'ADN. Nous présenterons de plus un modèle qui permet d'estimerla valeur du 
oe�
ient de di�usion et de la longueur moyenne explorée pour une enzyme non
ouplée.
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tion est mesuré entre la première apparition d'un spot sur l'ADN et ladernière image du �lm où on aperçoit 
e même spot sur l'ADN, même si entre 
es deux limitesle spot "
lignote". Les temps mesurés peuvent être légèrement a�e
tés par le 
lignotement desNCs si 
ertains des spots pris en 
ompte sont dans un état noir au début où à la �n de leurintera
tion ave
 l'ADN.Les distributions obtenues dans 
ha
une des trois 
onditions salines testées sont représen-tées sur la �gure 21, sur laquelle �gurent également les 
umulatives asso
iées. Ces 
umulativesdonnent, pour une durée donnée, le nombre d'événements de durées inférieures, et évitent ainsile regroupement de valeurs (binning) inhérent à la 
onstru
tion d'histogrammes. Nous avonséliminé les évènements �longs� (plus de 10s) qui 
orrespondent souvent à des 
omplexes liés dé-�nitivement ave
 l'ADN (intera
tion de deux enzymes sur un même nano
ristal ave
 l'ADN?intera
tion entre une enzyme marquée et une enzyme non marquée ?).A 25 mM NaCl (66 événements analysés), l'interpolation de la distribution obtenue ave
une distribution exponentielle est satisfaisante, et fournit un temps moyen d'intera
tion τ=2,2s. A 50 mM NaCl, la distribution des temps d'intera
tion est interpolée par une distributionexponentielle ave
 un temps τ=0.7 s (83 événements analysés). A 75 mM NaCl, la distributionobtenue est interpolée par une distribution exponentielle à 
ondition de ne pas 
onsidérer lespoints 
orrespondant à des temps d'intera
tion supérieure à 2 s (voir la �gure 21) ; on obtientalors un temps τ=0.4 s (117 événements analysés). Dans 
ette 
ondition de salinité, la 
onditionénon
ée 
i-dessus (ne 
onsidérer que les temps d'intera
tion inférieur à 10 s) n'est sans doute passu�sante pour éliminer les spots ne 
orrespondant pas à l'intera
tion d'un NC-E
oRV uniquevia une seule enzyme.Nos résultats montrent que la durée de l'intera
tion des NC-E
oRV ave
 l'ADN diminuelorsque la 
on
entration en NaCl augmente. Ce résultat était prévisible : la présen
e de sel réduitla portée des intera
tions éle
trostatiques entre E
oRV et l'ADN et diminue don
 leur a�nité.Ces valeurs sont du même ordre de grandeur que 
elles déduites des expérien
es de 
inétiquemenées par des bio
himistes [129℄. Nos expérien
es ont don
 montré qu'un NC-E
oRV restaitlié à l'ADN pendant environ 1 s avant de s'en disso
ier. En supposant que l'ordre de grandeurde la durée d'intera
tion d'une enzyme E
oRV non 
ouplée ave
 l'ADN est identique, et quependant 
ette durée l'enzyme ne di�use pas le long de l'ADN, le temps moyen mis par uneenzyme pour lo
aliser sa séquen
e-
ible sur un ADN de plusieurs milliers de bases serait don
de l'ordre de l'heure, en supposant que l'enzyme se réasso
ie rapidement à l'ADN après 
haquedisso
iation. Cette durée est très supérieure à 
elle que l'on obtiendrait par une di�usion 3Dpure, sans intera
tion ave
 l'ADN non spé
i�que. Elle est de plus in
ompatible ave
 la 
onstanted'asso
iation d'E
oRV à sa séquen
e-
ible sur un plasmide d'environ 4 kb, ka ≃ 108 M−1s−1,mesurée à partir d'études 
inétiques [129℄. En e�et, 
omme d[E − ADN ]/dt = ka[E][ADN ],
ette valeur implique qu'en présen
e de 10 nM de 
ibles, le temps né
essaire à une enzyme pourlo
aliser sa séquen
e-
ible est de l'ordre de 1 s. Les longues durées d'intera
tion NC-E
oRV/ADNmesurées 
onstituent don
 un premier indi
e, suggérant l'existen
e d'un mouvement d'E
oRV surl'ADN pendant la durée de l'intera
tion, de manière à explorer plus d'une paire de bases. Lapartie suivante de 
e 
hapitre montre 
omment l'analyse des traje
toires des NC-E
oRV au 
oursde leur intera
tion ave
 les molé
ules d'ADN permet de prouver dire
tement l'existen
e d'unmouvement de di�usion le long de l'ADN.
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Fig. 21 � Histogrammes et 
umulatives des temps d'intera
tion NC-E
oRV/ADN à (a) 25 mMNaCl, (b) 50 mM NaCl et (
) 75 mM NaCl. Dans 
haque 
as, une interpolation 
orrespondant àune distribution exponentielle des temps d'intera
tion est présentée, ainsi que le temps résultant.La 
ourbe en
adrée pour la distribution 
umulative à 75 mM 
orrespond à une analyse limitéearbitrairement aux événements d'intera
tion dont la durée est inférieure à 2 s.Di�usion fa
ilitée et dépla
ement quadratique moyen.Sur 
haque image des �lms expérimentaux, la position du �uorophore est estimée à l'aided'un ajustement gaussien 2D. Le 
entre de la gaussienne obtenue est asso
iée à la position
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ristal et don
 de l'enzyme (�gure 22). Nous avons utilisé des spots immobiles sur lasurfa
e (NCs adsorbés, souvent individuels 
omme en témoigne leur 
lignotement) pour estimerla résolution spatiale ave
 laquelle sont déte
tés les NCs dans nos 
onditions expérimentales(temps d'exposition de 20 ms, 
améra intensi�ée Pentamax, surfa
es de polystyrène). Suivantles �lms, 
ette résolution varie de 10 à 15 nm. Elle peut être 
omparée à 
elle attendue en
onsidérant la taille des pixels et le nombre de photons déte
tés, de l'ordre de 10 nm [119℄. Ledépla
ement d'un NC-E
oRV lié à l'ADN pendant texp=20 ms est également de l'ordre de ladizaine de nanomètres. En e�et, 
omme nous le verrons, les 
oe�
ients de di�usion asso
iés àla di�usion de l'enzyme sur l'ADN sont de 3 à 4 ordres de grandeurs inférieurs au 
oe�
ient ensolution, et les �u
tuations transverses d'une molé
ule de T7 étirée à 75% ont une amplitude dequelques dizaines de nanomètres et un temps de 
orrélation de l'ordre du temps d'exposition.Ce dépla
ement élargit don
 légèrement le spot asso
ié sur 
haque image. La résolution spatialeasso
iée à la déte
tion de 
es spots n'est don
 pas sensiblement dégradée par rapport à 
ellemesurée dans le 
as des spots �xes (10 nm environ).
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x (nm)Fig. 22 � Position d'un spot pendant sa phase d'intera
tion ave
 l'ADN (l'ADN étiré est orientéselon la dire
tion y).L'analyse des traje
toires obtenues doit tenir 
ompte des deux origines distin
tes du mouve-ment des NC-E
oRV le long de l'ADN : un mouvement �u
tuant et 
on�né résultant de 
elui del'ADN étiré, et un mouvement de di�usion le long de l'ADN. Un modèle billes-ressorts permetde dé
rire le mouvement thermique du 
ontour des molé
ules d'ADN. L'amplitude maximaledu mouvement longitudinal, au milieu d'une molé
ule d'ADN T7 entière, est √

< y2 > ≃ 100nm (respe
tivement 50 nm) pour un taux d'étirement de 0.7 (respe
tivement0.8). Ces longueurs
orrespondent environ à 400 (respe
tivement 200) pb d'ADN étiré. Le temps de 
orrélation dumouvement longitudinal est de 20 ms (respe
tivement 5 ms) pour un taux d'étirement de 0.7(respe
tivement 0.8). Le mouvement de di�usion des NC-E
oRV le long de l'ADN n'a pas né
es-sairement une amplitude plus grande que 
elle du mouvement dû au mouvement thermique desmolé
ules d'ADN. Il peut don
 paraître à première vue di�
ile de distinguer 
es deux pro
essus.Cependant, les �u
tuations thermiques de l'ADN sont 
ara
térisées par un temps de 
orrélationtransverse/longitudinal, de l'ordre de 10-100 ms, petit devant la durée totale des �lms expérimen-



4 INTERACTION D'ECORV AVEC DES MOLÉCULES D'ADN ÉTIRÉES 36taux, alors que les mouvements di�usifs n'ont pas de temps d'évolution 
ara
téristique. Commenous allons le voir, 
ette di�éren
e peut être exploitée pour séparer les deux mouvements, en
al
ulant et en analysant la dépendan
e temporelle du dépla
ement quadratique moyen.Le dépla
ement quadratique moyen d'une grandeur x(t) est dé�ni par :
g(τ) =< (x(t + τ) − x(t))2 >,où <> désigne la moyenne temporelle. Soustraire à x sa valeur moyenne ne 
hange pas la valeurde g. On supposera don
 dans la suite que < x >= 0. Dans un premier temps, nous allons évaluer

g pour les trois types de mouvements qui se présentent dans nos expérien
es : un spot immobilesur une surfa
e, un spot �xe sur une molé
ule étirée et un mouvement de di�usion.a) Cal
ul du dépla
ement quadratique moyen dans le 
as d'un spot immobile : ensupposant que x(t) et x(t+ τ) sont des variables aléatoires indépendantes, de varian
e σ2 liée aupro
essus de mesure de leur position, il vient :
g(τ) = 2σ2,pour τ 6= 0 
ar < x(t) >=< x(t + τ) >=< x2 >= 0 et < x(t)x(t + τ) >= 0. Pour des spotsdéte
tés ave
 une pré
ision de 15 à 20 nm, on attend don
 que g(τ) soit 
onstante au 
ours dutemps et de l'ordre de 4 à 8 10−4µm2.b) Cal
ul du dépla
ement quadratique moyen dans le 
as d'un spot �xe sur unemolé
ule d'ADN étirée : le mouvement transverse (longitudinal) d'un point d'une molé-
ule d'ADN est asso
ié une fon
tion d'auto
orrélation de la forme < x(t)x(t + τ) >= X2e−τ/τx(< y(t)(y(t + τ) >= Y 2e−τ/τy), où X2 (Y 2) désigne l'amplitude quadratique moyenne des �u
-tuations transverses (longitudinales) et τx (τy) leur temps de 
orrélation. Il vient alors :

gx(τ) = 2X2(1 − e−τ/τx), gy(τ) = 2Y 2(1 − e−τ/τy).Le mouvement longitudinal d'un point d'une molé
ule étirée à 70 % a une amplitude Y 2approximativement égale à 10−2 µm2. Il en résulte une valeur aux temps longs d'environ 2 10−2

µm2 pour g. Dans nos expérien
es, la valeur du temps de 
orrélation des �u
tuations τy est pro
hede 
elle du temps d'exposition utilisé (10 à 50 ms selon les expérien
es). Il est don
 di�
ile demettre en éviden
e la phase de 
roissan
e de g vers sa valeur limite.
) Cal
ul du dépla
ement quadratique moyen dans le 
as d'un mouvement di�usifpur : en utilisant la dé�nition même du 
oe�
ient de di�usion D, on obtient dans le 
as d'unmouvement de di�usion unidimensionnelle :
g(τ) = 2Dτ,où D est le 
oe�
ient de di�usion à 1D.d) Combinaison de mouvements indépendants : supposons que la position y puisses'é
rire 
omme la somme de deux variables indépendantes : y = y1 +y2.Alors g(τ) =< (y(t+τ)−

y(t))2 >=< (y1(t + τ)− y1(t))
2 > + < (y2(t + τ)− y2(t))

2 >= g1(τ) + g2(τ) ; en e�et les termes
roisés en < y1y2 > sont nuls 
ar y1 et y2 sont deux variables indépendantes et de moyenne nulle.
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es, les �u
tuations longitudinales et la di�usion le long des molé
ulesd'ADN ne sont en toute rigueur pas indépendantes : la di�usion 
hange la position des enzymessur les molé
ules étirées et a�e
te don
 l'amplitude et le temps 
ara
téristique de leur mouvementde �u
tuations longitudinales. Cependant, 
et e�et peut être négligé 
ar la distan
e sur laquelleles enzymes di�usent au 
ours d'un événement d'intera
tion ave
 l'ADN est petite 
omparéeà la longueur totale des molé
ules d'ADN étirées. Le dépla
ement quadratique moyen pour unmouvement 
ombinant �u
tuations et di�usion est don
 de la forme :
g(τ) = 2σ2 + 2Dτ,le paramètre σ réunissant i
i pré
ision de pointé du 
omplexe NC-E
oRV et �u
tuations longi-tudinales de l'ADN étiré, en supposant que le temps de 
orrélation de 
es dernières est inférieurau temps d'exposition. L'analyse des �lms expérimentaux à été menées sur des �lms dont lalongueur est supérieure à 50 images, exempts de 
lignotement et sur lesquels la traje
toire desspots 
onsidérés ne présentait pas de dis
ontinuité apparente. Une traje
toire typique est donnéesur la �gure 22 (obtenue par l'analyse de 180 images 
onsé
utives d'un �lm expérimental réaliséave
 un temps d'exposition de 47 ms, à 25 mM NaCl). Les dépla
ements quadratiques moyensselon les dire
tions transverse et longitudinale, obtenus à partir de la traje
toire expérimentale,et leurs interpolations linéaires sont représentés sur la �gure 23.
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Fig. 23 � Dépla
ement quadratique moyen dans les dire
tions transverse et longitudinale (30premiers points).Dans l'exemple présenté 
omme dans la plupart des �lms analysés, le dépla
ement quadra-tique moyen suivant la dire
tion transverse est 
onstant, alors que le dépla
ement quadratiquemoyen suivant le dire
tion longitudinale dépend linéairement du temps sur l'intervalle 
onsidéré,
onformément à 
e que l'on attend pour un mouvement de di�usion 1D le long de la molé
uled'ADN. Il est alors possible d'extraire un 
oe�
ient de di�usion D à partir de 
ette 
ourbe, le
oe�
ient dire
teur du dépla
ement quadratique moyen étant égal à 2D. La qualité de l'ajuste-ment par une droite et don
 la pré
ision ave
 laquelle est estimé D varient d'un �lm à l'autre.En e�et, les erreurs statistiques sur le 
al
ul du dépla
ement quadratique dépendent du nombred'images analysées ainsi que de l'amplitude des �u
tuations de l'ADN, paramètres qui peuventvarier d'une molé
ule à l'autre [119℄. Le tableau 
i-dessous résume nos résultats :



4 INTERACTION D'ECORV AVEC DES MOLÉCULES D'ADN ÉTIRÉES 38[NaCl℄ (mM) 25 50 75Nombre d'évenements analysés 10 7 6
D(×10−3 µm2s−1) 4.3±3.9 3.4±3.4 5.1±4.9Temps d'intera
tion moyen (s) 2.2 0.8 0.6Longueur par
ourue moyenne (pb) 380 200 180La distan
e moyenne Lmoy explorée pendant un événement d'intera
tion ave
 l'ADN a étéestimée en utilisant la relation L2

moy = 2Dmoytmoy. Selon 
es résultats, D ne dépend pas, oupeu, de la 
on
entration en sel (
e résultat tendrait d'ailleurs à prouver que le mé
anisme sous-ja
ent à la di�usion fa
ilitée est le sliding, 
omme nous l'expliquerons un peu plus tard dans
ette se
tion). La �gure (24) donne la distribution des 
oe�
ients de di�usion, réunis sans tenir
ompte de la salinité. Cette distribution est très large, nous la 
ommenterons dans la suite del'exposé.
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Fig. 24 � Distribution des 
oe�
ients de di�usion D du 
omplexe NC-E
oRV le long de l'ADNétiré. La valeur la plus fréquemment mesurée est de l'ordre de 2 10−3 µm2s−1, plus petite que lamoyenne de D, de l'ordre de 4 10−3 µm2s−1. Cet é
art est dû aux grandes valeurs de D parfoisobservées.SautsSur quelques �lms expérimentaux, nous avons observé un brusque "saut" des NC-E
oRV au
ours de leur intera
tion ave
 l'ADN, déte
table dire
tement sur les �lms expérimentaux et surles traje
toires estimées à partir de l'ajustement (�gure 25). L'amplitude d'un tel mouvement estbeau
oup trop importante pour être due au mouvement thermique de l'ADN ou à la di�usionde l'enzyme. Il est très peu probable que 
es sauts puissent être reliés au �
roisement� de 2 NCs-E
oRV, puisque que quelques minutes séparaient en général deux intera
tions su

essives. Sur
ertains �lms, la di�usion du NC-E
oRV en solution pendant la phase de saut peut même êtreobservée. La �gure 26 présente la distribution de la distan
e séparant les sites 
onne
tés par unsaut. Nous verrons dans la pro
haine se
tion que nous avons observé de nombreux sauts similairesdans les expérien
es où E
oRV est marquée ave
 la streptavidine-Cy3. Nous dis
uterons alors dela statistique de 
es sauts, le nombre d'évènements enregistrés étant beau
oup plus élevé. Le faitque nous puissions o

asionnellement observer de tels sauts dans nos expérien
es suggère que 
e
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Fig. 25 � (a) Deux images 
onsé
utives d'un �lm illustrant le saut d'un NC-E
oRV (à gau
he :image de la molé
ule d'ADN observée). (b) Position longitudinale du spot au voisinage du saut,
al
ulée par le programme d'analyse ; les troisième et quatrième images sont 
elles montrées dans(a). Film réalisé à 25 mM NaCl, durée séparant deux images 
onsé
utives : 47 ms.phénomène doit être très fréquent sur des molé
ules d'ADN en pelote, qui est la 
on�gurationhabituelle des molé
ules d'ADN en solution.
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Distance (µm)Fig. 26 � Distribution des distan
es séparant les sites avant et après les sauts (18 sauts observéssur l'ensemble des expérien
es réalisées).E�et du 
ouplage à un nano
ristal sur les 
ara
téristiques de la di�usion d'E
oRVEst-il possible de déduire des résultats obtenus pour les 
omplexes NC-E
oRV des informationssur la di�usion fa
ilitée de l'enzyme non 
ouplée ? Les e�ets dus au 
ouplage d'E
oRV à unnano
ristal sont les suivants :a) E�ets stériques et éle
trostatiques : la gêne stérique liée à l'utilisation de NCs (detaille bien supérieure à 
elle d' E
oRV) est sans doute limitée par l'utilisation du mutant K58C.Celui-
i permet de former un 
omplexe NC-E
oRV dont le ou les site(s) de liaison ave
 l'ADN
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omplexe et sont don
 bien a

essibles. Pour limiter les e�etséle
trostatiques, sus
eptibles de perturber l'intera
tion entre l'ADN et les enzymes, nous noussommes pla
és à pH de 6,8, très pro
he du point isoéle
trique de la streptavidine. A 
e pH, il estprobable que les NCs 
onjugués à la streptavidine sont peu 
hargés. Ils interagissent peu ave
 lesespè
es 
hargées 
omme l'ADN ou les protéines utilisées pour la passivation des surfa
es, 
ommenous l'avons véri�é expérimentalement, 
e qui n'est pas le 
as à des pH di�érents.b) E�et du ratio E
oRV/nano
ristaux : a�n d'enregistrer des événements d'asso
iationdu 
omplexe NC-E
oRV sur l'ADN ave
 une fréquen
e satisfaisante, de l'ordre d'un événementpar minute, nous avons préparé 
es 
omplexes dans un ratio 1 :15 (1 NC pour 15 enzymes, unnano
ristal possédant une dizaine de molé
ules de streptavidine sur sa surfa
e). Si une dizainede protéines 
ouvre un nano
ristal donné, une 
ollision ave
 l'ADN permet en e�et d'observerave
 une probabilité élevée un évènement analysable. Il n'est pas ex
lu dans nos expérien
esqu'un NC-E
oRV individuel ait la possibilité d'interagir simultanément ave
 l'ADN par l'inter-médiaire de plusieurs enzymes. A�n de véri�er l'impli
ation éventuelle d'un tel pro
essus, nousavons mené des expérien
es de 
ontr�le ave
 un ratio E
oRV/nano
ristal de 2 environ, à 50 mMNaCl. A 
e ratio, il est très improbable qu'un NC-E
oRV puisse interagir ave
 l'ADN par deuxenzymes simultanément. Nous avons observé dans 
es 
onditions une fréquen
e plus faible pourles événements d'intera
tion que dans l'expérien
e e�e
tuée à un ratio de 15 enzymes/nano
ristaldans le mélange initial. En revan
he l'analyse quantitative des 
ara
téristiques des événementsd'intera
tion n'a pas révélé de variation signi�
ative des durées d'intera
tions et des 
oe�
ientsde di�usion. Nous avons mesuré, à 50 mM NaCl, un temps d'intera
tion moyen d'environ 1 s(41 événements analysés) et un 
oe�
ient de di�usion de 5.0 ± 4.4 10−3 µm2s−1 (4 événementsanalysés), résultats voisins de 
eux obtenus ave
 une un ratio de 15 enzymes/nano
ristal (duréemoyenne d'intera
tion de 0.8 s et 
oe�
ient de di�usion de 3.4 ± 3.4 10−3 µm2.s−1).
) E�et de la présen
e d'un nano
ristal sur la di�usion 3D et 1D d'E
oRV : laprésen
e d'un nano
ristal lié à E
oRV a�e
te sans doute la di�usion de 
ette enzyme le longdes molé
ules d'ADN. En e�et, la fri
tion hydrodynamique qui s'exer
e sur un NC-E
oRV estsupérieure à 
elle qui s'exer
e sur une enzyme nue. Le 
oe�
ient de di�usion sur l'ADN étantvraisemblablement régi, au moins en partie, par des paramètres hydrodynamiques [120℄, la di�u-sion d'un NC-E
oRV est don
 probablement plus lente que 
elle d'une enzyme libre. Nous allons
onsidérer deux 
as extrêmes, 
orrespondant au sliding pur et au hopping pur. Dans les deux 
as,a�n d'évaluer l'e�et de la présen
e d'un nano
ristal sur le 
oe�
ient de di�usion d'E
oRV, nousavons utilisé le modèle développé par S
hurr [120℄ pour relier le 
oe�
ient de di�usion d'uneprotéine à sa taille. Ce modèle prend uniquement en 
ompte la fri
tion hydrodynamique quis'exer
e sur les protéines sans 
onsidérer d'éventuels frottements entre les protéines et l'ADN.Notons tout de suite que l'hypothèse d'un mouvement de sliding est appuyée par le fait expéri-mental que le 
oe�
ient de di�usion D mesuré ne dépend pas de la salinité de la solution. Ene�et, si on 
onsidère un mouvement de hopping, la protéine di�use à 3D entre deux asso
iationsave
 l'ADN. Le 
oe�
ient de di�usion 3D n'est pas modi�é par la salinité de la solution, enrevan
he le temps de résiden
e de l'enzyme sur l'ADN lors d'une asso
iation élémentaire doitdiminuer lorsque la salinité augmente. Le temps total passé par l'enzyme au 
ours de l'intera
-tion devrait don
 diminuer, 
e qui se traduit par une augmentation du 
oe�
ient de di�usion 1Dmesuré. Dans le mouvement de sliding, la salinité n'intervient pas dans l'expression du 
oe�
ientde di�usion, mais seulement dans le temps total passé au 
onta
t de l'ADN, don
 �nalement de
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tion, 
e que nous avons 
onstaté.Nous appliquons le modèle de S
hurr à la fois aux enzymes nues et aux 
omplexes NC-E
oRV.S
hurr propose d'é
rire le 
oe�
ient de di�usion d'une protéine le long de l'ADN sous la forme
D = kBT/feff , où feff désigne le 
oe�
ient de fri
tion d'une protéine de rayon hydrodynamique
Rh. Ce 
oe�
ient de fri
tion est donné par :

feff = 6πηRh[1 + 4/3(2π)2(Rh/3.4 nm)2], (6)où η est la vis
osité de l'eau (10−3 Pas−1) et où 3.4 nm est la longueur 
orrespondant à untour dans une double-héli
e d'ADN. Le premier terme représente la fri
tion asso
iée à la 
ompo-sante translationnelle du mouvement, et le se
ond traduit la fri
tion 
ausée par sa 
omposanterotationnelle.Dans le 
as d'un mouvement de sliding, le mouvement de l'enzyme est une di�usion unidi-mensionnelle dans un mouvement héli
oïdal selon le grand sillon de l'ADN. Nous supposons queles protéines 
onservent la même orientation par rapport au double-brin d'ADN tout au longdu mouvement. Pour des objets de rayon hydrodynamique supérieur au nanomètre, le terme detranslation est négligeable devant le terme rotationnel :
feff ≃ 32π3ηR3

h/(3.4 nm)2.Pour estimer le rayon hydrodynamique d'E
oRV, nous nous appuyons sur une étude de Arrio-Dupont et al., qui ont mesuré le rayon hydrodynamique de protéines globulaires de massesmolé
ulaires variables [130℄. Selon 
ette étude, une protéine de masse molé
ulaire 60 kD 
ommeE
oRV a un rayon hydrodynamique de 6 à 7 nm. Par ailleurs, le rayon hydrodynamique de na-no
ristaux bio
onjugués a été mesuré par di�usion de lumière [131, 132℄. Pour des nano
ristaux-streptavidine, il est de l'ordre de 15 nm. Le rayon hydrodynamique des nano
ristaux-E
oRV asans doute une valeur légèrement supérieure, qui dépend du nombre d'enzymes par nano
ristal.Nous allons supposer que sa valeur est 
omprise entre 15 et 20 nm. Le rapport des rayons hydro-dynamiques d'un NC-E
oRV et d'une enzyme a don
 une valeur 
omprise entre 2 et 3. Comme onl'a vu, le 
oe�
ient de di�usion varie 
omme R−3
h dans le modèle de S
hurr. On attend don
 pourune enzyme libre un 
oe�
ient de di�usion de 8 à 27 fois supérieur à 
elui d'un NC-E
oRV. Apartir du 
oe�
ient de di�usion mesuré pour les nano
ristaux-E
oRV, pro
he de 4 10−3µm2s−1,on attend don
 un 
oe�
ient de di�usion D 
ompris entre 3 10−2 et 11 10−2 µm2s−1 pour desenzymes nues. A�n d'estimer la longueur explorée sur l'ADN au 
ours d'un événement de sliding,nous allons supposer que les durées d'intera
tion ave
 l'ADN des nano
ristaux-E
oRV sont lesmêmes que 
elles des enzymes libres. Cette hypothèse semble raisonnable, 
ar la durée de l'in-tera
tion dépend essentiellement de la for
e de la liaison non spé
i�que ADN-E
oRV. Sa validitédevrait pouvoir être véri�ée ultérieurement grâ
e à l'utilisation d'enzymes marquées ave
 des�uorophores organiques de petite taille. Selon nos résultats expérimentaux, les NC-E
oRV ex-plorent en moyenne 380 paires de bases au 
ours de leur mouvement sur l'ADN (à 25 mM NaCl).Cette distan
e explorée étant proportionnelle à √

D, elle doit être multipliée par le rapport desrayons hydrodynamiques d'un NC-E
oRV et d'une enzyme élevé à la puissan
e 3/2. Ce
i permetde prédire une exploration moyenne entre 1 à 2 kb par événement d'intera
tion à 25 mM NaCl.Ces valeurs sont en ex
ellent a

ord ave
 
elles estimées à l'aide d'expérien
es de bio
himie, quiprédisent un sliding sur une longueur maximale d'environ 1 à 2 kb, dans des 
onditions pro
hesdes n�tres [121℄.Dans le 
as d'un mouvement de hopping, le terme rotationnel disparaît, puisque la protéinedi�use en solution entre deux intera
tions ave
 l'ADN. On attend don
 pour une enzyme libre
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oe�
ient de di�usion de 2 à 3 fois supérieur à 
elui d'un NC-E
oRV. A partir du 
oe�
ientde di�usion mesuré pour les nano
ristaux-E
oRV, pro
he de 4 10−3µm2s−1, on attend don
 un
oe�
ient de di�usion D 
ompris entre 8 10−3 et 12 10−3 µm2s−1. Il est plus di�
ile d'estimerla longueur explorée sur l'ADN dans 
e 
as, 
ar elle 
orrespondrait à un départ de l'enzymed'une zone pro
he de l'ADN. Dans l'hypothèse où le temps d'intera
tion reste du même ordrede grandeur, la longueur explorée devrait rester de l'ordre de 300 à 500 bp, suivant la valeur dela salinité, don
 plus petite que 
elle qui devrait être observée si le sliding est le mé
anisme quisous-tend la di�usion fa
ilitée.On 
onçoit don
 qu'un paramètre important dans 
es expérien
es soit la taille de l'enzyme quidi�use le long de l'ADN. C'est pourquoi nous avons mis en pla
e des expérien
es qui impliquentdes enzymes marquées ave
 de la streptavidine-Cy3, dont la taille est 
omparable à 
elle del'enzyme. La 
omparaison des 
oe�
ients de di�usion dans 
es 
onditions devrait nous permettrede tran
her entre les deux mé
anismes, sous reserve que le modèle de S
hurr soit adapté. Signalonsqu'il existe d'autres modèles de di�usion qui pourraient 
ompliquer l'analyse. Ré
emment, lesliding des protéines selon le grand sillon de l'ADN a été 
ontesté [116℄. L'enzyme pourrait parexemple glisser le long de l'ADN 
omme elle le ferait sur un 
ylindre, dans une di�usion 2D. Dans
e 
as, le 
oe�
ient de di�usion de l'enzyme nue se situerait entre les deux valeurs déterminéesen 
onsidérant le sliding seul ou le hopping seul.Dis
ussion de la distribution large des 
oe�
ients de di�usionLes mesures du 
oe�
ient présentent une dispersion importante. Celle-
i est due en partie ànotre pro
édure d'analyse, mais elle peut également avoir d'autres origines :
• Sur les traje
toires expérimentales des NC-E
oRV, nous pouvons o

asionnellement dis-
erner des sauts qui ont lieu sur des distan
es supérieures à l'amplitude des �u
tuationslongitudinales (�gure 25). Au
un 
oe�
ient de di�usion n'est mesuré à partir de 
es traje
-toires. En revan
he, les sauts sur une distan
e plus 
ourte, égale ou inférieure à l'amplitudedes �u
tuations longitudinales, ne peuvent être déte
tés. Les traje
toires 
orrespondantesne sont don
 pas ex
lues de l'analyse. Cela peut don
 entraîner une surestimation de D.
• Les expérien
es ont été analysées en supposant une di�usion homogène des enzymes surl'ensemble des molé
ules d'ADN. Cette hypothèse néglige tout e�et lié à la séquen
e del'ADN, qui pourrait moduler le paysage énergétique le long de l'ADN et don
 provoquerdes variations lo
ales du 
oe�
ient de di�usion des enzymes. Une modélisation théorique de
es e�ets a été ré
emment proposée par Barbi et al. [133℄, et une observation expérimentaleen a été réalisée par Yanagida [76℄. De tels e�ets sont di�
iles à prendre en 
ompte dans nosexpérien
es : une partie des molé
ules n'étant sans doute pas entières, il n'est pas possiblede 
orréler la position des NC-E
oRV à la séquen
e d'ADN qui les entoure.Comparaison de nos expérien
es ave
 d'autres expérien
es.a) Con
entration en sel optimale pour la lo
alisation et le 
livage des séquen
es-
ibles par E
oRV : Jelts
h et Pingoud ont analysé l'e�et de la 
on
entration en sel et enmagnésium sur l'e�
a
ité relative de 
livage par E
oRV de 
ibles insérées sur des molé
ulesd'ADN de longueurs di�érentes [121℄. A partir de 
es expérien
es, ils ont prévu une longueurexplorée par événement de sliding maximale à 50 mMNaCl, de l'ordre de 1 à 2 kb. A première vue,
et optimum à 50 mM NaCl est in
ompatible ave
 nos résultats. Nous avons en e�et observé quela longueur explorée était maximale pour la plus faible des 
on
entrations en sel testées (25 mM).
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e importante sépare 
es deux expérien
es. En e�et, dans l'expérien
ede Jelts
h et Pingoud, les 
on
entrations en sel et en magnésium in�uent non seulement sur ladi�usion d'E
oRV, mais aussi sur le pro
essus de 
livage de l'ADN (l'e�
a
ité de 
e pro
essusdé
roît à faibles salinités). Leur expérien
e n'isole don
 pas 
omplètement l'e�et de 
es ions surla di�usion des enzymes.b) Coe�
ients de di�usions obtenus ave
 
elui mesuré pour l'ARN polymérase :antérieurement à nos expérien
es, une étude menée dans le groupe de Yanagida a permis l'ob-servation dire
te de la di�usion d'une enzyme le long de l'ADN [76℄. Cette étude 
on
lut à un
oe�
ient de di�usion de l'ordre de (700 pb)2s−1 pour l'ARN polymérase de E. Coli. Cette valeurest 
omprise entre 
elle que nous avons mesurée dire
tement pour les NC-E
oRV à 25 mM NaCl( (380 pb)2s−1 ) et 
elle que nous avons proposée pour les enzymes libres à partir du modèle deS
hurr (de l'ordre de (1000 pb)2s−1). Ces valeurs semblent 
ompatibles. En e�et, l'ARN poly-mérase de E. 
oli. a une masse molé
ulaire totale de 380 kD intermédiaire entre 
elle d'E
oRV(60 kD) et 
elle d'un nano
ristal. Il était don
 prévisible que son rayon hydrodynamique, et don
son 
oe�
ient de di�usion le long de l'ADN, soient 
ompris entre 
eux d'E
oRV et 
eux d'unNC-E
oRV.
) Coe�
ient de di�usion de la re
ombinase Rad51 : ré
emment, Eri
 Greene a observéla di�usion de la re
ombinase Rad51 le long de molé
ules d'ADN étirées [134℄. La te
hnique uti-lisée pour étirer l'ADN est très pro
he de la méthode que nous avons développée. Les extrémitésde molé
ules d'ADN du phage λ sont biotinylées puis a

ro
hées à une surfa
e sur laquelle de laneutravidine est déposée. Un �ux hydrodynamique est utilisé pour étiré l'ADN. Les intera
tionsnon-spé
i�ques entre Rad51, marquée à l'AlexaFluor 555, et la surfa
e sont évitées en déposantune bi
ou
he lipidique sur la surfa
e. Un 
oe�
ient de di�usion égal à 0, 042± 0, 054µm2s−1 estmesuré. Ce 
oe�
ient est pro
he de 
elui que nous avons estimé pour une enzyme nue dans unmodèle de sliding, la taille de Rad51 étant 
omparable à 
elle d'E
oRV. Un �ux lors de l'ex-périen
e entraîne les enzymes à une extrémité de l'ADN, sur laquelle elles demeurent, 
e quiapporte un argument supplémentaire aux partisans du sliding.
) Coe�
ient de di�usion de l'enzyme de réparation hOgg1 : X. Sunney Xie a observé ladi�usion de l'enzyme de réparation hOgg1 marquée Cy3B le long de molé
ules d'ADN étirées [87℄.Dans 
ette expérien
e, l'ADN est a

ro
hé par une de ses extrémités (modi�ée par in
orporationde biotine) à une surfa
e 
ouverte d'un mélange PEG/PEG-biotine 
ouvert de streptavidine.Le tapis dense de PEG apparaît 
omme une méthode e�
a
e pour limiter les intera
tions nonspé
i�ques entre protéines et surfa
e. Le 
oe�
ient de l'enzyme a été mesuré pour di�érents pH,et varie de 0,01 (pH 6,6) à 0,6 (pH 7,8) µm2s−1. Ces 
oe�
ients sont du même ordre de grandeurque 
eux que nous avons prédit pour E
oRV nue dans un modèle de sliding, les deux protéinesétant de tailles 
omparables. hOgg1 doit 
ependant posséder des propriétés parti
ulières, 
ommel'attestent la dépendan
e en pH du 
oe�
ient de di�usion, dépendan
e qui n'est pas attenduepour E
oRV.Si les premières expérien
es destinées à observer la di�usion fa
ilitée d'nzymes marquéesétaient qualitatives [135℄, les expérien
es évoquées 
i-dessus montrent qu'il est également pos-sible d'obtenir des résultats quantitatifs. Elles montrent également que l'étude de la di�usiond'enzymes di�érentes peut mettre en éviden
e des 
omportements di�érents. Les expérien
esque nous allons dé
rire maintenant permettent de 
ara
tériser la di�usion d'E
oRV marquée
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 un �uorophore plus petit que les NCS, en l'o

urren
e de la streptavidine marquée Cy3.Ces expérien
es sont destinées à établir la dépendan
e du 
oe�
ient de di�usion vis-à-vis de lataille du 
omplexe en intera
tion ave
 l'ADN.4.3 E
oRV marquée streptavidine-Cy3Les NCs se sont révélés d'ex
ellentes sondes �uores
entes dans les expérien
es présentées dansla se
tion pré
édente. Néanmoins leur rayon hydrodynamique, plus grand que 
elui d'E
oRV,oblige à une analyse supplémentaire pour déduire de nos mesures le 
oe�
ient de di�usion del'enzyme nue. Cette analyse repose sur un modèle hydrodynamique simple, qui reste dis
utable.Idéalement, l'enzyme devrait être marquée ave
 un �uorophore le plus petit possible, a�n de mo-di�er le moins possible sa dynamique. Nous envisageons très pro
hainement de marquer E
oRVdire
tement ave
 un �uorophore organique, en 
ollaboration ave
 W. Wende. Néanmoins, a�nd'utiliser les enzymes biotinylées dont nous disposons, nous avons e�e
tué une série d'expérien
esen 
ouplant E
oRV à de la streptavidine-Cy3, dont le rayon hydrodynamique est approximati-vement 
elui d'E
oRV, les deux protéines globulaires ayant des masses molaires 
omparables.Nous avons de plus apporté des améliorations aux expérien
es pré
édentes. L'ADN utilisé est unfragment du phage T7, plus petit don
 que l'ADN utilisé pré
édemment. Deux fragments PCR
ontenant des nu
léotides-biotine ont été ligués aux extrémités du fragment. L'ADN a ensuiteété étiré sur une surfa
e 
ouverte de streptavidine. Nous sommes parvenus à obtenir une densitéélevée de streptavidine sur la surfa
e par un traitement qui sera dé
rit brièvement. Cette den-sité est né
essaire à l'obtention d'un nombre 
orre
t de molé
ules d'ADN étirées, 
ar il ne su�tpas qu'une extrémité de l'ADN se 
olle à la surfa
e, il faut en
ore qu'après étirement hydrody-namique l'autre extrémité de la molé
ule �trouve� une streptavidine à la bonne position pours'atta
her. Les intera
tions non spé
i�ques entre protéines et surfa
e ont été minimisées en utili-sant de la 
aséine (Blo
king Reagent, Ro
he). Ces expérien
es ont béné�
ié de plus d'un progrèste
hnique majeur, l'a
quisition d'une 
améra EMCCD (Andor) qui permet de déte
ter ave
 untemps d'exposition de 20 ms un 
olorant organique (en l'o

urren
e le Cy3) moins brillant queles NCs. Ces expérien
es ont été menées en mi
ros
opie par onde évanes
ente, l'épi�uores
en
ene permettant pas d'a

éder à un rapport signal/bruit su�sant. Signalons que les surfa
es 
ou-vertes de streptavidine génèrent un bruit de fond beau
oup plus faible que les surfa
es 
ouvertesde polystyrène. Ce dernier est en e�et une sour
e d'auto�uores
en
e qui reste 
ompatible ave
l'utilisation de NCs, mais qui devient gênante lorsqu'un �uorophore organique individuel doitêtre déte
té. Les résultats présentés brièvement dans 
ette se
tion 
onstituent une partie de 
euxobtenus par Isabelle Bonnet lors de sa thèse, qui devrait être soutenue 
ourant 2007.Etirement d'ADN biotinylé sur des surfa
es 
ouvertes de streptavidineLe prin
ipe 
onsiste à a

ro
her des molé
ules d'ADN dont les extrémités ont été biotinyléessur des surfa
es re
ouvertes de streptavidine. La liaison biotine-streptavidine, même si elle n'estpas 
ovalente, est extrêmement forte (sa 
onstante d'asso
iation est de 1015 M−1) et assure una

ro
hage stable de l'ADN à la surfa
e. La streptavidine peut être déposée sur les surfa
es enla laissant s'adsorber non spé
i�quement. Néanmoins, un tel traitement 
onduit à une densitésouvent faible et en tous 
as peu reprodu
tible de streptavidine sur la surfa
e, n'interdit pasl'adsorption non spé
i�que de l'ADN et surtout, ultérieurement, des protéines. A�n d'augmen-ter la densité de streptavidine sur la surfa
e, 
elle-
i est déposée sur une lamelle au préalablere
ouverte d'aminosilanes (APTES) liés de manière 
ovalente au verre. Cette surfa
e est 
hargée
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Fig. 27 � Etirement d'ADN biotinylé. Les surfa
es utilisés sont 
omposées d'une 
ou
he d'amino-silanes, d'une 
ou
he de 
aséine biotinylée et d'une 
ou
he de streptavidine qui assure l'a

ro
hagedes molé
ules d'ADN biotinylées.positivement dans la gamme de pH utilisés, 
e qui permet une adsorption massive et irréver-sible de 
aséine, dont le point isoéle
trique est 4,7, don
 
hargée négativement (�gure 27). Cette
aséine a été au préalable biotinylée (in
ubation ave
 un NHS-ester biotine), permettant l'a

ro-
hage de la streptavidine, puis l'étirement de l'ADN de manière e�
a
e 
omme l'ont montré nosexpérien
es. Conformément aux prédi
tions du modèle dé
rivant les �u
tuations de l'ADN étiré,les �u
tuations transverses des molé
ules d'ADN utilisées (entre 5 et 10 kilobases), étirées à 75%environ, peuvent di�
ilement être distinguées sur les �lms réalisés. En e�et leur amplitude estinférieure à 100 nm (don
 à la résolution optique) et leur temps de 
orrélation (de l'ordre dela ms) est plus 
ourt que le temps d'exposition. Les molé
ules d'ADN sont marquées au SYBRGold, et leur photodestru
tion 
onduit 
omme pré
édemment à la rétra
tion des deux fragmentsaux extrémités de la molé
ule, attestant d'un a

ro
hage spé
i�que des extrémités. Grâ
e à lagrande stabilité du lien biotine-streptavidine, au
un dé
ro
hage des molé
ules étirées n'est ob-servé après augmentation du pH, ajout de sel ou ajout de 
aséine. De plus, nous avons 
onstatéque la distribution des longueurs des molé
ules étirées est nettement moins large que sur lessurfa
es de polystyrène.Nous avons tenté de marquer les extrémités de l'ADN étiré ave
 des NCs, en in
orporant auxfragments PCR des nu
léotides-DIG ou des nu
léotides-�uores
éine. Notre but était de révéler laprésen
e d'ADN étiré en repérant des paires de NCs (
ouvert d'anti-DIG ou d'anti�uores
éine)
orre
tement espa
ées et orientées, don
 sans utiliser de ligand �uores
ent du sillon de l'ADN.Ces expérien
es, qui sont poursuivies par Emilie Mer
ey, a
tuellement en stage post-do
toral aulaboratoire, n'ont malheureusement pas donné les résultats es
omptés. Les résultats présentésdans le paragraphe suivant ont don
 été obtenus ave
 de l'ADN déte
té grâ
e au SyBr.Substrat ADN et marquage des enzymesL'ADN utilisé est un fragment du phage T7, de longueur 8,2 kb. A 
e fragment sont liguéesdeux fragments PCR de longueur 0,5 kb, dans lesquels ont été in
orporés des nu
léotides-biotinea�n de permettre l'a

ro
hage à la surfa
e. La longueur totale de l'ADN étiré est don
 égaleà 9,2 kb, soit à peu près 1/5 de la longueur du phage λ pré
édemment utilisé. L'utilisationd'un fragment d'ADN plus 
ourt permet de réduire l'amplitude des �u
tuations transverseset longitudinales, et de diminuer leur temps de 
orrélation 
ara
téristiques. Plus pré
isément,
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tuations est réduite de √
5, et le temps de 
orrélation d'un fa
teur 25, 
edernier est don
 maintenant de l'ordre de la ms, très inférieur au temps d'exposition (20 ms).Pour marquer E
oRV, l'enzyme biotinylée donnée par W. Wende a été mélangée dans unrapport 1 :1 ave
 de la streptavidine-Cy3 (Amersham).RésultatsLa pro
édure expérimentale est très pro
he de 
elle qui a été suivie dans les expérien
es me-nées ave
 les 
omplexes NC-E
oRV. Les enzymes marquées sont introduites dans une 
avité àé
oulement, à une 
on
entration de l'ordre de 0,5 nM, après que l'ADN a été étiré. La 
on
en-tration en NaCl dans toutes les expérien
es menées jusqu'à présent est égale à 25 mM. Lesévènements d'asso
iation et de di�usion le long de l'ADN ont été enregistrés et analysés suivantune pro
édure identique à 
elle dé
rite pré
édemment.Il est plus di�
ile d'estimer le temps d'intera
tion des protéines marquées ave
 l'ADN. Ene�et, lorsque l'enzyme n'apparaît plus sur les �lms enregistrés, soit elle s'est déta
hée de l'ADN,soit le �uorophore a été photodétruit. Il resterait à estimer le temps moyen de photodestru
tionpour pouvoir 
on
lure quant aux temps enregistrés d'intera
tion.Sur les 
entaines d'évènements enregistrés, seuls 62 �lms permettent d'estimer un 
oe�
ientde di�usion (traje
toire assez longue, signal/bruit su�sant). Le 
oe�
ient de di�usion pour lesenzymes a été estimé sur 
es �lms, à partir de la MSD 
al
ulée sur les traje
toires des �uorophores.Nous avons trouvé D = 1, 1±0, 7 10−2µm2 s−1. La distribution de 
es 
oe�
ients de di�usion estdonnée sur la �gure (28). Cette distribution est moins large que 
elle obtenue ave
 les 
omplexesNC-E
oRV.
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oe�
ients de di�usion de l'enzyme de restri
tion E
oRV marquéestreptavidine-Cy3 sur un fragment d'ADN du phage T7 étiré.Nous avons également regroupé nos données pour ne tra
er qu'une seule MSD prenant en
ompte tous les évènements de di�usion. Cette pro
édure 
onsiste à mettre �bout à bout� toutesles traje
toires et donne en général de très bons résultats même lorsque les traje
toires indivi-duelles sont trop 
ourtes pour donner une MSD satisfaisante. La �gure (29) présente nos résul-tats pour les mouvements transverse et longitudinal de l'enzyme. La MSD suivant la dire
tion
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onstante, 
omme le prévoit l'analyse d'un mouvement 
on�né, alors que la MSDlongitudinal dépend linéairement du temps, et donne 
omme 
oe�
ient de di�usion pour lesdonnées regroupées D = 0, 017 µm2 s−1.
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t (s)(a) (b)Fig. 29 �MSD des données regroupées. (a) La MSD suivant la dire
tion tranverse est 
onstante, lemouvement étant 
on�né, alors que la MSD suivant la dire
tion de l'ADN dépend linéairement dutemps, le mouvement étant di�usif. (b) Ajustement des premiers points de la MSD longitudinal.Le 
oe�
ient de di�usion obtenu est D = 0, 017 µm2 s−1.La 
omparaison de 
es valeurs pour le 
oe�
ient de di�usion D ave
 
elles obtenues pour les
omplexes NC-E
oRV joue beau
oup en faveur du sliding 
omme pro
essus élémentaire à l'originede la di�usion fa
ilitée. En e�et le rapport des deux 
oe�
ients de di�usion moyen est de l'ordrede 5 à 10, alors que le rapport des tailles des 
omplexes NC-E
oRV et E
oRV-streptavidine-Cy3est de l'ordre de 1, 5 à 2. Un mouvement héli
oïdal entrainant une dépendan
e en 1/taille3 du
oe�
ient de di�usion est don
 beau
oup plus probable qu'un mouvement de di�usion 3D entredeux asso
iations qui entrainerait une dépendan
e en 1/taille de D.4.3.1 Observation de sauts sur l'ADNComme dans le 
as de l'étude de la di�usion des 
omplexes NC-E
oRV, nous avons observédes sauts de l'enzyme marquée streptavidine-Cy3 le long de l'ADN étiré. Ces sauts interviennenten général entre deux phases de di�usion plus ou moins longues (�gure 30). Leur nombre estrelativement important puisque, sur la 
entaine de �lms enregistrés, nous avons pu identi�erplus d'une vingtaine de sauts dont la longueur est supérieure à 0, 3µm.A�n d'identi�er 
es sauts de manière systématique, nous avons tra
é la distribution des di�é-ren
es de position dy = y(i+1)− y(i), où y(i) est la position suivant l'ADN de la protéine, pourle �
hier regroupant nos données (�gure 31(a)). La distribution obtenue est ajustée de manièresatisfaisante par une gaussienne, en tous 
as pour les di�éren
es dy inférieures à la largeur σde 
ette gaussienne. Cette largeur est de l'ordre de 80 nm, et in
lut la pré
ision de pointé du�uorophore (de l'ordre de 20 nm), l'amplitude des �u
tuation transverses de l'ADN (de l'ordrede 50 nm) et le mouvement di�usif de l'enzyme, qui en moyenne explore durant le temps d'ex-position dt = 20ms la distan
e d =
√

2Ddt, soit environ 30 nm pour un 
oe�
ient de di�usion
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Fig. 31 � (a) Distribution des di�éren
es de position de l'enzyme dans son mouvement de di�u-sion le long de l'ADN.(b)Agrandissement des ailes de la distribution des di�éren
es de positiontransverse de l'enzyme. (
) Agrandissement des ailes de la distribution des di�éren
es de positionlongitudinale de l'enzyme.Les sauts éventuels se situent dans les ailes de 
ette distribution (�gure 31(
)). Ces ailespeuvent par exemple être 
omparées à 
elles de la distribution des di�éren
es de position dx =
x(i + 1) − x(i) (�gure 31(b)). Cette distribution a elle aussi une largeur σ de l'ordre de 80 nm,valeur liée à l'amplitude des �u
tuations transverses de l'ADN et à la pré
ision de pointé de laprotéine. Au-dessus de 4σ (soit 0, 32 µm), un seul évènement est visible sur la distribution de dx(la distribution des vitesses 
ontenant environ Ntot = 1, 3 104 points, le nombre d'évènementsattendus au-dessus de 4σ est d'ailleurs de l'ordre de 2 Nerf(4/

√
2) ≃ 1, 56). Les 23 évènementsque nous avons déte
tés au-dessus de 4 σ = 0, 3 µm pour la distribution de dy (�gure 31(
))
orrespondent don
 très probablement à des sauts ma
ros
opiques que le mouvement Brownien1D ne peut expliquer.L'analyse de la distribution des longueurs de 
es sauts est en 
ours, elle fait l'objet d'une
ollaboration ave
 Olivier Béni
hou et Raphaël Voituriez (LPTMC, Université Pierre et Marie



4 INTERACTION D'ECORV AVEC DES MOLÉCULES D'ADN ÉTIRÉES 49Curie, Paris). Cette analyse nous semble très importante. D'une part, à notre 
onnaissan
e,l'existen
e de sauts de 
ette taille le long de l'ADN n'a jamais été rapportée, et pourrait témoignerd'un mé
anisme de di�usion fa
ilitée inédit. En e�et, la probabilité pour qu'une enzyme retrouvel'ADN étiré après s'être déta
hée et avoir e�e
tué une di�usion 3D sur plusieurs 
entaines denanomètres est très faible. Nous espérons pouvoir également déduire de 
ette analyse le r�le jouépar les �petits� sauts, 
'est-à-dire les sauts que nous ne pouvons déte
ter, et leur part dans ladi�usion fa
ilitée à 
ourte distan
e.Nous donnons i
i les premiers éléments de 
ette analyse, menée à partir d'une 
umulative
P (y) = NC(y) dé�nie 
omme le produit de la probabilité C(y) d'observer un saut de longueursupérieure à y par le nombre de sauts observés N . Cette fon
tion n'est dé�nie qu'en 
ertainspoints, 
orrespondant aux di�érentes valeurs de longueurs de saut relevées. Plus pré
isément, siles longueurs des sauts sont 
lassées sous forme d'une suite y1, y2, ..., yN , alors la fon
tions estdé�nie en 
es points par P (y1) = N, P (y2) = N0−1, ...P (yN ) = 1. Cette fon
tion est représentéesur la �gure (32).
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y (µm)Fig. 32 � Cumulative P (y) des sauts de longueurs supérieures à y, pour y > 0, 31 µm.Par ailleurs, la forme analytique de 
ette 
umulative P (y) peut être estimée en 
onsidérant desmodèles de sauts. On modélise pour 
ela l'ADN par un 
ylindre in�ni, de rayon a, et on 
onsidèreque la protéine part d'un point de 
oordonnées 
ylindriques (r0, y = 0) (r0 peut être voisin de
a, mais il faut le prendre di�érent de a, sinon la protéine revient in�niment vite sur l'ADN). Laprotéine di�use à 3D puis revient s'adsorber sur l'ADN en un point (a, y). Il est possible d'estimerla probabilité p(y) d'un saut de longueur y en se ramenant à un problème d'éle
trostatique ; 
etteprobabilité s'identi�e en e�et au 
hamp éle
trostatique 
réé par une 
harge pla
ée en (r0, 0) aupoint (a, y) d'un 
ylindre in�ni à potentiel nul. La solution exa
te du problème est di�
ile àutiliser, on peut 
ependant en donner une expression simpli�ée lorsque y ≫ (r0 − a) dans deux
as que nous allons examiner : une di�usion libre 3D entre deux asso
iations à l'ADN et unmouvement de di�usion 3D 
on�né au voisinage de l'ADN.Dans le 
as d'une di�usion 3D libre entre deux asso
iations à l'ADN, la probabilité p(y) estde la forme :

p(y) =
1

λ

ln(y1/λ)

(y/λ) ln2(y/λ)
,où λ est un paramètre dont l'interprétation physique resterait à trouver. La 
umulative P (y)
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roissante N exp(−y/λ). La valeur N0 = 69 est la valeur expérimentale, et λ = 0, 29 µm estdonnée par l'ajustement à un paramètre.asso
iée est donnée par :
P (y) = N

ln(y1/λ)

ln(y/λ)
.Cette 
umulative n'est pas 
ompatible ave
 nos données expérimentales, quelle que soit la valeurdu paramètre λ. Il semble don
 qu'il nous faille ajouter des hypothèses supplémentaires.Dans le 
as d'un mouvement de di�usion 
on�née au voisinage de l'ADN durant la di�usion3D, la distribution p(y) est asymptotiquement exponentielle :

p(y) =
1

λ
e−y/λ,l'interprétation du paramètre λ étant 
ette fois plus simple, puisqu'il s'agit de la longueurmoyenne d'un saut. Dans 
e 
as, la 
umulative P (y) s'é
rit :

P (y) = N0e
−y/λ,où N0 est le nombre total de sauts durant l'ensemble des évènements d'asso
iation analysés(une 
entaine). L'hypothèse est faite dans 
ette expression que la loi asymptotique exponentielleest valable pour les �petits� sauts, 
e qui est surement dis
utable. L'ajustement de nos donnéesave
 une telle loi est assez satisfaisant (�gure 33) et fournit 
omme longueur moyenne de saut

λ = 0, 29µm, soit environ 600 bp (l'ADN est étiré à 75 %). Si le sliding s'opère sur 600 bpenviron, un saut moyen permettrait à l'enzyme d'explorer des zones pratiquement disjointes del'ADN, optimisant la stratégie de re
her
he. L'ajustement fournit N0 ≃ 69. En dé�nitive, suivant
e modèle, un saut au plus se produirait lors de 
haque évènement, 
e qui privilégierait beau-
oup le sliding par rapport au hopping/jumping. Les sauts distribués de manière exponentielleoptimiseraient la stratégie de re
her
he en permettant l'exploration de zones presque disjointes.La �gure (32) pourrait, pour y > 0, 4, être ajustée de manière satisfaisante pas une droite. Unmodèle simple permet de 
omprendre une telle distribution de sauts. Supposons qu'après disso-
iation de l'ADN, la di�usion 3D de la protéine s'e�e
tue dans un �tunnel� de potentiel autourde l'ADN, tunnel éle
trostatique pas exemple. Le 
oe�
ient de di�usion à 3D est de trois ordres
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Fig. 34 � Cumulative P (y) des sauts de longueurs supérieures à y ajustée par une droite d'équa-tion P (y) = 34, 4 − 41, 3y (en trait plein). En pointillés, la droite obtenue à partir d'un modèlesimple P (y) = 33 − 39y.de grandeur supérieur au 
oe�
ient de di�usion 1D, si bien qu'en 20 ms (temps d'exposition)la protéine di�userait le long de l'ADN sur une distan
e de l'ordre de 1 µm, soit pré
isément lavaleur du plus grand saut observé. Remarquons que des sauts plus grands entrainent la protéineen dehors de l'ADN étiré, la longueur de 
e dernier étant de 2, 25 µm. Si durant 
ette di�usionla protéine se réasso
ie à l'ADN de manière uniforme, la probabilité p(y) est simplement de laforme p(y) = 2/λ, où λ est la longueur de l'ADN étiré (
e modèle suppose que le saut s'e�e
tueà partir du milieu de l'ADN, d'où le fa
teur 2 qui traduit le fait que la longueur maximale d'unsaut est alors λ/2). La 
umulative P (y) est donnée par :
P (y) = N0(1 − 2y/λ) = N

1 − 2y/λ

1 − 2y1/λ
,où (y1; P (y1)) est un point expérimental. On peut a�ner 
e modèle en 
onsidérant tous les pointsde départ possibles de l'ADN pour un saut. Un 
al
ul non détaillé i
i montre que la probabilité

p(y) est alors de la forme p(y) = 8/3λ, si bien que :
P (y) = N0(1 − 8y/3λ) = N

1 − 8y/3λ

1 − 8y1/3λ
,où N0 = N/(1−8y1/3λ) est le seul paramètre à déterminer. A partir du point y1 = 0, 5; P (y1) =

N = 14, on trouve N0 ≃ 33. La pente p est alors p = −2 N0/λ soit p ≃ −39 µm−1, valeurremarquablement pro
he de 
elle obtenue à partir d'un ajustement linéaire des points tels que
y > 0, 46 (�gure (34). Dans 
e modèle également, les sauts permettent une optimisation de lastratégie de re
her
he. Il resterait à mener des expérien
es sur de l'ADN plus long pour valider
e modèle de tunnel éle
trostatique par l'observation de sauts dont la longueur maximale seraitproportionnel à 
elle de l'ADN étiré.



5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 525 Con
lusion et perspe
tives5.1 Con
lusionsL'étude des intera
tions entre protéines et ADN a été le 
entre de mon travail de re
her
he au
ours des dernières années, au sein de l'équipe �Optique et Biologie� du laboratoire Kastler Bros-sel. Nous nous sommes 
on
entrés sur un problème de biologie qui a fait l'objet de nombreusesétudes menées par des bio
himistes au 
ours des dernières années, la re
her
he par les enzymessite-spé
i�ques de leur 
ible sur l'ADN. En utilisant des méthodes optiques, nous avons observéela di�usion fa
ilitée de l'enzyme de restri
tion E
oRV sur de l'ADN étiré à l'é
helle de la molé
uleindividuelle. Ces expérien
es ont pu être menées grâ
e à une 
ollaboration ave
 W. Wende, unbio
himiste allemand du groupe d'A. Pingoud (Université de Giessen). Nous avions auparavantmis au point une te
hnique qui nous permet d'a

ro
her spé
i�quement par leurs extrémitésdes molé
ules d'ADN étirées à une surfa
e, nous permettant l'utilisation de la mi
ros
opie enonde évanes
ente. Les nano
ristaux semi
on
ondu
teurs, dont nous avons étudié les propriétésphotophysiques, nous ont permis de suivre la traje
toire d'enzymes marquées le long de l'ADN.Nous avons déduit de nos observations les 
ara
téristiques essentielles de la di�usion fa
ilitée, enparti
ulier le 
oe�
ient de di�usion 1D de l'enzyme. Ces expérien
es ont été réitérées ave
 desenzymes marquées streptavidine-Cy3, 
e qui nous a permis de 
omparer les 
oe�
ients de di�u-sion de deux 
omplexes de tailles di�érentes. Nos observations tendent à prouver que le sliding,un glissement héli
oïdal de l'enzyme le long d'un sillon de l'ADN, est le mé
anisme qui sous-tendla di�usion fa
ilitée de l'enzyme et don
 sa re
her
he de 
ible. Cette di�usion interviendrait surdes longueurs de l'ordre de quelques 
entaines de kb. Néanmoins, nous avons observé des sautsde grandes longueurs, qui pourraient permettre à l'enzyme d'explorer des zones disjointes del'ADN lors de sa re
her
he de 
ible. La fréquen
e élevée de 
es sauts lors d'une intera
tion ave
l'ADN, observée en étudiant des enzymes marquées ave
 des nano
ristaux, a été 
on�rmée parl'utilisation d'enzymes marquées à l'aide streptavidine-Cy3. La 
ombinaison de 
es sauts et dusliding permettrait à l'enzyme de restri
tion de trouver sa 
ible ave
 une e�
a
ité optimale, né-
essaire à la survie des ba
téries lors d'une attaque virale. Le mé
anisme qui régit la distributionobservée des sauts reste à pré
iser, nous avons 
ependant proposé dans 
e mémoire un pro
essusde di�usion 3D rapide au voisinage de l'ADN qui permet de rendre 
ompte des résultats expéri-mentaux. Nous envisageons de réitérer 
es expérien
es ave
 des enzymes marquées dire
tementpar un �uorophore organique. Le 
oe�
ient de di�usion obtenu devrait être plus grand que 
euxissus des expérien
es pré
édentes, la taille de la protéine dire
tement marquée étant notammentinférieure de moitié à 
elle du 
omplexe enzyme-streptavidine-Cy3. Sa valeur devrait fournir desindi
ations supplémentaires sur le mouvement de l'enzyme. Si 
e dernier est héli
oïdal, nousattendons en e�et un 
oe�
ient presque un ordre de grandeur plus grand que 
elui déduit desexpérien
es impliquant E
oRV-streptavidine-Cy3. En�n, nous avons ré
emment mis en pla
e une
ollaboration ave
 des théori
iens (O. Béni
hou et R. Voituriez, LPTMC UPMC, Paris) a�n deproposer un modèle de di�usion fa
ilitée qui rende 
ompte de nos résultats expérimentaux, lesmodèles sto
hastiques développés par 
ette équipe permettant d'introduire des sauts lors de ladi�usion.En parallèle à 
es expérien
es sur ADN étiré, nous avons mené en 
ollaboration ave
 Chris-tophe Es
udé (MNHN, Paris) des expérien
es sur ADN peigné. Nous sommes en parti
ulierparvenus à déte
ter à l'é
helle de la molé
ule individuelle et en mi
ros
opie de �uores
en
e unetrès 
ourte séquen
e d'ADN (15 bp). Ce résultat a été obtenu en utilisant une triple héli
e d'ADN.L'oligonu
léotide re
onnaisant la séquen
e d'intérêt forme dans 
es expérien
es une bou
le au-



5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 53tour de l'ADN, à laquelle est ensuite atta
hé un 
ourt fragment d'ADN 
ontenant des nu
léotides�uores
ents. Nous avons également mis au point une méthode qui permet de déte
ter en mi
ro-s
opie de �uores
en
e de l'ADN peigné sans utiliser d'inter
alants ou de ligands du sillon del'ADN. Notre méthode repose sur l'utilisation de nano
ristaux 
apables de re
onnaître les ex-trémités de l'ADN peigné. Cette te
hnique permet ave
 une grande e�
a
ité (96 %) de déte
terdes molé
ules peignées, en repérant des paires de nano
ristaux dans la dire
tion de peignage, etséparées de la distan
e attendue pour les molé
ules d'ADN 
onsidérées.5.2 Perspe
tivesDi�usion fa
ilitée de la MéthylTransférase MTaqINous allons mener dans les mois qui viennent des expérien
es similaires aux expérien
es de dy-namique sur ADN étiré ave
 une autre enzyme, la DNA méthylTranférase MTaqI. Cette enzymeappartient au système de restri
tion-méthylation de la ba
térie Thermus aquati
us, et protègel'ADN de l'a
tion de ses propres enzymes de restri
tion en méthylant les adénines des sites de
oupures. En pratique, 
ette enzyme 
atalyse le transfert d'un groupement méthyl d'un 
ofa
teurS-adenosyl-L-méthionine vers la position en N6 de l'adénine présente dans la séquen
e 5'-TCGA-3'. Les methyl-transférases jouent également un r�le important dans la régulation de l'expressiongénique. Nous avons obtenus MTaqI grâ
e à une 
ollaboration ave
 un bio
himiste allemand,Elmar Weinhold (Aa
hen). Ce dernier a développé une te
hnique de marquage site-spé
i�que del'ADN à l'aide de méthylases. En modi�ant le 
ofa
teur S-adenosyl-L-méthionine, E. Weinholdest parvenu à marquer spé
i�quement la séquen
e 
ible de MTaqI ave
 d'autres groupements,la te
hnique portant le nom de SMILing-DNA [136℄. L'enzyme ave
 laquelle nous avons e�e
tuéquelques essais est déjà marquée ave
 un �uorophore organique, Cy3B. Le marquage n'est 
e-pendant pas optimal, puisque le 
olorant a été pla
é dans une zone pro
he du site de liaison ave
l'ADN. Nous envisageons dans les pro
hains mois un marquage de la protéine en C-terminal,ave
 l'aide de E. Weinhold, Le mé
anisme qui permet à une méthyltransférase de trouver sa
ible n'a pas fait l'objet d'études parti
ulières, 
ontrairement au 
as des enzymes de restri
tion.Nous abordons don
 un sujet ouvert, ave
 
ependant des outils qui devraient nous permettre de
ara
tériser la dynamique d'intera
tion de l'enzyme ave
 l'ADN.Pin
es optiques et di�usion fa
ilitéeEn parallèle, nous développons un nouveau montage 
ombinant pin
es optiques et mi
ros
opiede �uores
en
e (Fig. 35). Une double pin
e optique nous permettra de positionner et d'étirer lesmolé
ules d'ADN, et la mi
ros
opie de déte
ter des enzymes individuelles marquées en intera
-tion ave
 l'ADN. La 
ombinaison de 
es deux te
hniques présente des di�
ultés expérimentalesimportantes. Par exemple, la taille mi
rométrique des billes diéle
triques destinées à tenir l'ADNn'est pas 
ompatible ave
 l'utilisation de la mi
ros
opie par onde évanes
ente, puisqu'il est di�-
ile d'appro
her l'ADN de la surfa
e à une distan
e de l'ordre de la 
entaine de nanomètres. Uneautre di�
ulté provient de la puissan
e lumineuse né
essaire à piéger 
es mêmes billes, 15 ordresde grandeur supérieure à 
elle issue d'un �uorophore. Même si la lumière des pin
es est dansl'IR, et 
elle émise par un �uorophore dans le visible, la lumière di�uée par les billes doit êtresoigneusement �ltrée. Cette même lumière peut être responsable du photoblan
himent rapide des�uorophores utilisés pour déte
ter la protéine, par des pro
essus d'absorption à deux photons.L'utilisation de NCs 
omme sondes �uores
entes nous permettra de déte
ter en épi�uores
en
e



5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 54des enzymes marquée interagissant ave
 l'ADN sans 
raindre la photoblan
himent. Ce montageexpérimental présente de plus d'importants avantages par rapport au système qui repose surl'ADN étiré au voisinage d'une surfa
e. Les intera
tions non spé
i�ques des protéines ave
 lasurfa
e sont en parti
ulier plus fa
iles à gérer, 
ar les enzymes marquées éventuellement 
olléesà la surfa
e génèrent un signal de �uores
en
e hors zone de fo
alisation. La tension appliquée àl'ADN pourra également être ajustée, 
e qui fournit un paramètre supplémentaire à nos expé-rien
es. L'amplitude des �u
tuations longitidinales et transverses de l'ADN ainsi que les tempsde 
orrélations asso
iés, liés à 
ette tension, pourront être 
ontr�lés. Nous envisageons sur 
emontage expérimental de mener des expérien
es sur la di�usion fa
ilitées des enzymes de restri
-tion et les methyltransférases. Le r�le de la tension de l'ADN pourra en parti
ulier être abordé.L'in�uen
e de la tension sur les paramètres de la di�usion fa
ilitée (
oe�
ient de di�usion, tempsd'intera
tion, longueur explorée) sera examinée.Une séquen
e-
ible pour E
oRV sera ensuite insérée sur l'ADN. L'in�uen
e de la tension del'ADN sur la 
oupure par E
oRV sera 
onsidérée, la liaison de la protéine à sa 
ible induisanten e�et une torsion de l'ADN qui dépend de sa tension [137℄. Notre montage nous permettrade plus de visualiser les 4 étapes de l'a
tivité enzymatique : la di�usion fa
ilitée (enzyme enmouvement le long de l'ADN), la liaison à la séquen
e-
ible (enzyme à l'arrêt), le départ del'enzyme de sa 
ible et la 
oupure de l'ADN (la tension entre les billes se relâ
he). Il nous seradon
 possible de di�éren
ier la liaison à la séquen
e 
ible de la 
oupure de l'ADN, distin
tionimpossible dans les expérien
es d'ensemble. Nous aborderons alors la problématique dite de�premier passage�, essentielle dans les problèmes de di�usion fa
ilitée. Le sliding permet en e�etun examen approfondi, paire de bases par paire de bases, de l'ADN et devrait 
onduire à une
oupure de l'ADN dès le premier passage. Au 
ontraire, plusieurs passages au voisinage de laséquen
e 
ible sont né
essaires si les pro
essus de hopping/jumping sont essentiels, même sides très petits sauts (quelques bp) sont impliqués. Des expérien
es similaires sont envisageablesave
 MTaqI, après insertion d'une séquen
e-
ible dans l'ADN. L'insertion par l'enzyme d'ungroupement 
himique à partir d'un 
ofa
teur S-adenosyl-L-méthionine modi�é induit en e�etune liaison irréversible à l'ADN. Il sera don
 possible de déterminer si l'enzyme modi�e l'ADNau 
ours du premier passage ou non.
(b)
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(a)Fig. 35 � (a) Double pin
e optique permettant de positionner et d'étirer une molé
ule d'ADN.Une enzyme marquée par un nano
ristal peut di�user le long de l'ADN. (b) Un Oligonu
léotideCadenas formant un anneau autour de l'ADN permet l'étude de la dynamique d'une enzymepro
essive. L'oligonu
léotide est marqué par un nano
ristal, l'enzyme n'est pas marquée.



5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 55Oligonu
léotides 
adenas et enzymes pro
essivesEn 
ollaboration ave
 C. Es
udé, nous pensons utiliser des �Oligonu
léotides Cadenas� (OC)�uores
ents pour 
ara
tériser le mouvement d'enzymes pro
essives (Fig. 35). Ces OC serontformés sur l'ADN étiré à partir d'une triple héli
e se refermant sur elle-même. Un 
ourt fragmentd'ADN 
ontenant des nu
léotides modi�és -par exemple des nu
léotides-biotine- sera alors liguéà l'anneau formé. En 
ouplant 
e fragment à des NCs 
ouverts de streptavidine, l'OC peutêtre lo
alisé par mi
ros
opie de �uores
en
e. L'anneau ainsi formé peut être fermement atta
héà la séquen
e-
ible de la triple héli
e, et interférer ave
 l'a
tivité enzymatique, que 
e soit la
oupure par une enzyme de restri
tion [138℄ ou la trans
ription par une ARN polymérase [139℄.Il est également possible de déta
her l'anneau de sa séquen
e 
ible, et de restaurer l'a
tivitédes enzymes [138, 139℄. D'après 
es expérien
es, il est probable qu'une polymérase soit 
apablede pousser l'anneau le long de l'ADN durant la trans
ription. Le mouvement d'une enzymepro
essive pourrait ainsi être déduit du mouvement de l'anneau. Il resterait à estimer la for
ené
essaire au 
oulissement de l'OC, qui pourra être estimée expérimentalement, par exemple, àpartir de ses �u
tuations Browniennes de position le long de l'ADN en l'absen
e d'enzyme. Lesinformations obtenues pourraient d'ailleurs permettre de 
omprendre la dynamique des protéinesqui, sous forme de multimères, forment des anneaux autour de l'ADN.Cette appro
he nouvelle permet de 
ara
tériser la dynamique de l'enzyme sans marquerni l'ADN, ni la protéine. L'absen
e de marquage permet de se libérer du doute qui subsistesouvent sur l'in�uen
e que peuvent avoir les �uorophores sur la dynamique de l'intera
tionADN/protéines dans les expérien
es menées en mi
ros
opie de �uores
en
e. D'autres expérien
espourraient être menées sur di�érentes 
lasses d'enzymes interagissant ave
 l'ADN. La famille desenzymes de restri
tion de type I fournit en parti
ulier des 
andidats intéressants. Le site de re-
onnaissan
e de 
es enzymes est di�érent du site de restri
tion, et les enzymes �transloquent�l'ADN (
'est-à-dire forment une bou
le) sur plusieurs milliers de paires de bases avant d'atteindreleur site de restri
tion, déterminé par la �
ollision� ave
 une protéine, par exemple une enzymesimilaire se déplaçant en sens inverse. L'observation d'un tel pro
essus à l'é
helle de la molé
uleindividuelle est la suite logique de nos expérien
es, et 
onstituerait un premier exemple d'étudede l'intera
tion 
on
ertée de plusieurs protéines ave
 le même brin d'ADN. Ces expérien
es pour-raient apporter une véri�
ation qualitative des modèles proposés par les bio
himistes, ainsi quedes éléments quantitatifs, 
omme la vitesse de progression des enzymes, l'existen
e de pauses oules paramètres asso
iés à la 
ollision provoquant la 
oupure, plus di�
iles à obtenir par des me-sures d'ensemble. La 
onduite de 
es expérien
es né
essitera de mettre en pla
e des 
ollaborationsave
 des bio
himistes intéressés par nos méthodes.
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