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Résumé La thése présentée est centrée sur des mesures de force appliquées & des ARN seuls
ou en interaction avec une protéine. L'un des plus grands défis posé par ’ARN provient de sa
structure, notamment parce que les interactions de ses bases ne se limitent pas aux paires de type
Watson-Crick et que les interactions tertiaires sont courantes. Les mesures de force donnent des
informations complémentaires aux mesures classiques, car elles permettent de sonder directement
les interactions complexes de PARN et fournissent des paramétres thermodynamiques inaccessibles
autrement. [’étude de I'interaction protéine-ARN par mesure de force permet également d’accéder
a des caractéristiques que les autres techniques ne peuvent pas offrir.

Néanmoins avant d’atteindre les promesses de ce type de mesure, il faut concevoir un montage
adapté et optimisé. Une premiére partie de la thése a été dédiée a la conception d’une double pince
optique permettant 1’étude des ARN avec une résolution proche de la paire de base, en implantant
notamment des améliorations techniques jusque la absentes de la littérature.

La suite de la thése s’est attachée a des études biologiques. Nous avons commencé par sonder
I'interaction de la protéine ribosomique L20 avec son ARN cible dans le ribosome. Nous avons montré
que cette protéine trés importante dans les premiers stades de la formation du ribosome, stabilise
fortement son ARN cible. Nous avons également déterminé son site de fixation & trois bases prés.
Nous avons ensuite débuté une étude sur des ARN synthétisés pour I’étude d’une hélicase & motif
DEAD en caractérisant leurs réponses & une sollicitation mécanique.

Mots-clés Biophysique, molécules uniques, piéges optiques, assemblage du ribosome, ARN, L20

Interaction between ribosomal protein L20 and 23S RNA : probing with optical
tweezers

Abstract This thesis is focused on force measurements applied to single RNA alone or associated
with a protein. One of the biggest challenges arising when studying RNA comes from its structure,
essentially because the interactions taking place are not reduced to the Watson-Crick base pairs and
tertiary interactions are frequent. Force measurements give complementary information compared
to classical bulk measurements, because they enable to probe directly the complex interactions in
RNA and give an access to thermodynamical parameters which are not accessible in another way.

However, an adapted and optimized setup has to be designed before accessing the features of
this kind of measurement. The first part of the thesis focused on the conception of a double optical
tweezers. It is adapted to the study of RNA and achieves a resolution of one base pair. This has
mainly been possible thanks to the implementation of new techniques in the apparatus.

Next we used our setup to work on biological issues. We probed the interaction between the
ribosomal protein L20 with its target RNA in the ribosome. We show that this protein which is very
important during the first steps of the ribosome assembly, stabilizes strongly its target RNA. We
found its binding site with a resolution of three bases. We started the mechanical characterisation
of RNA prepared to observe the activity of DEAD box helicases.

Keywords Biophysics, single molecule, optical tweezers, ribosome assembly, RNA, L.20
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Introduction

Les méthodes d’investigation du vivant ont connu de grandes avancées les vingt derniéres
années. Alors qu’on observait jusque la plusieurs milliers de molécules simultanément, on est
désormais capable d’isoler et d’étudier une seule molécule a la fois. Ce type d’étude initiale-
ment poussé par des physiciens, notamment pour sa richesse du point de vue de la physique
statistique, trouve aujourd’hui sa place dans des collaborations étroites avec des biologistes.
Les études en molécule unique sont loin de supplanter l'intérét considérable des mesures
classiques "multimoléculaires" en solution, mais elles peuvent donner une vision complémen-
taire ou plus précise d’un phénomeéne. Les méthodes employées aujourd’hui peuvent étre des
mesures de fluorescence, de force ou de conduction par exemple.

Le travail qui suit est centré sur des mesures de force appliquées a des ARN seuls ou
en interaction avec une protéine. L’un des plus grands défi posé par ’ARN provient de sa
structure, notamment parce que les interactions entre ses bases ne se limitent pas aux paires
de type Watson-Crick et que les interactions tertiaires sont courantes. Méme si certaines
méthodes expérimentales actuelles donnent de bons résultats, elles sont souvent indirectes
ou nécessitent une cristallisation. Les prédictions théoriques sont parfois d’un bon secours
lorsque la configuration de 'ARN est simple, mais en dehors de ce cas, elles ne donnent
malheureusement aujourd’hui qu'une idée grossiére des véritables structures. Les mesures de
force donnent dans ce cadre des informations complémentaires aux mesures classiques, car
elles permettent de sonder directement les interactions complexes de PARN et fournissent
des paramétres thermodynamiques inaccessibles autrement.

Néanmoins avant d’atteindre les promesses de ce type de mesure, il faut concevoir un
montage adapté et optimisé. Nous avons choisi de construire un double piége optique que
je présente dans la partie I. Je commence par donner les bases physiques nécessaires a la
compréhension du montage dans le chapitre 1; j'y aborde le piégeage optique et le mode
de détection exploité. Aprés une description rapide des expériences utilisées actuellement, je
décris en détail le double piége optique que nous avons construit (chapitre 2). Une fois la
construction du montage terminée, il reste encore beaucoup a faire avant d’atteindre plei-
nement les capacités de l'expérience. Les deux chapitres suivants tentent de répondre a ce
probléme. Le chapitre 3 montre d’abord comment régler rapidement et efficacement le double
piege avant d’aborder des points moins classiques comme le réglage de la hauteur entre billes
ou le choix de l'indice de I’huile d’immersion pour l'objectif de piégeage. Je décris dans le
chapitre 4 les effets pouvant nuire le plus a la mesure, en donnant des solutions pour les
diminuer ou les anéantir.

La deuxiéme partie se centre sur les mesures avec des molécules. Le premier chapitre décrit
comment obtenir facilement une molécule sur laquelle on peut appliquer une force (chapitre
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5). Ce point est primordial, car les mesures en molécule unique nécessitent un nombre suffisant
d’expériences pour étre statistiquement pertinentes. La fin de ce chapitre montre également
comment étre sir d’effectuer une mesure sur une seule molécule a la fois. J’aborde ensuite
I’étude d’une interaction ayant lieu dans le ribosome entre la protéine ribosomique L20 et
I’ARN 23S (chapitre 6). L’assemblage du ribosome est un processus complexe dans lequel
interviennent trois & quatre ARN et une cinquantaine de protéines, le nombre exact de
constituants dépendant de 1’organisme étudié. L20 est importante dans les premiers stades
du processus de formation de la grande sous-unité du ribosome chez la bactérie, mais on ne
connait pas son action en détail. Nous nous sommes intéressés a l'interaction de la moitié
C-terminale de la protéine avec sa région cible sur ’ARN 23S. Ce travail a été effectué en
collaboration avec plusieurs groupes de biologistes. Je présente dans le dernier chapitre de
cette partie des résultats préliminaires obtenus sur des ARN synthétisés pour I’étude d’une
hélicase & motif DEAD (chapitre 7).

Le manuscrit se termine sur quatre annexes. Les deux premiéres donnent des protocoles
pour la fonctionnalisation de billes et la fabrication d’ADN marqués. La troisiéme annexe
revient sur la caractérisation d’un élément piézoélectrique que j’ai utilisé les premiers mois
de ma thése avant de le remplacer par un systéme plus performant. La quatriéme annexe
reproduit le premier article que nous avons publié sur les mesures de force appliquées aux
ARN ribosomiques.



Premiére partie

Double pince optique






Chapitre 1

Introduction au piégeage et aux
méthodes de détection

Le piégeage optique a été décrit pour la premiére fois en 1970 par Arthur Ashkin alors qu’il
réalisait les premiéres expériences de lévitation de billes micrométriques par un laser [1].
La seule pression de radiation de la lumiére sur une bille permettait de compenser la force
de gravitation. Il continua les années suivantes a développer des techniques de piégeage,
en ouvrant la voie au refroidissement et au piégeage atomique [2|. Son travail aboutit en
1986 a la réalisation du premier piége a gradient de force ou pince optique |3|. Ces pinces
ont trouvé aujourd’hui un grand nombre de développements et d’applications [4], et sont
devenues d’usage courant dans les laboratoires de biophysique depuis plus de 10 ans. Elles
permettent de piéger des objets de taille micrométrique tels que des bactéries, des cellules ou
des billes de matiéres diverses (silice, or, plastique...).

En plus de pouvoir manipuler des objets micrométriques, les pinces optiques permettent
également de mesurer des forces. Comme nous allons le voir ces mesures nécessitent des
méthodes trés particuliéres de détection et de calibration.

1.1 Principe de fonctionnement d’une pince optique

La base physique du piégeage optique provient de l'interaction entre la lumiére et la matiére.
Le piégeage est souvent décrit théoriquement dans les deux cas extrémes ou la longueur
d’onde de la lumiére est soit beaucoup plus petite ou beaucoup plus grande que la taille de
la bille [5]. En dehors de ces deux limites, et c’est le cas de notre expérience, la description
est plus complexe. L’utilisation du formalisme de Mie est alors nécessaire et a donné lieu a
des développements récents [6].

Pour décrire I'interaction de billes de diamétre proche de 1 ym avec le laser du laboratoire
émettant & 1.064 ym, j’utilise I'image de la théorie de 'optique géométrique. Méme si cette
description empruntée a Ashkin [7] ne devrait s’appliquer qu’au cas limite ou la longueur
d’onde du laser est beaucoup plus petite que la taille de ’objet, elle permet une description
simple et intuitive du phénomeéne de piégeage dans une pince optique.

Lorsqu’un rayon lumineux se réfracte ou se réfléchit a la surface d’une bille, il change de
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FIGURE 1.1 — La diffusion élastique lumiére-matiére est a la base du piégeage. Un photon peut agir

mécaniquement sur la bille en transmettant une partie de son impulsion lorsqu’il est diffusé.

direction. D’un point de vue élémentaire, les photons qui participent a ce rayon changent en
moyenne eux aussi de direction en transférant une impulsion a la bille comme cela pourrait se
passer lors d’un choc élastique en mécanique classique (fig. 1.1). La lumiére est ainsi capable
d’agir mécaniquement sur la bille.

On peut obtenir un effet intéressant en soumettant la bille & un gradient d’intensité lumi-
neuse important. L’effet de I’ensemble du faisceau tend a attirer la bille dans la zone de plus
forte intensité (fig. 1.2). Si on utilise le gradient d’intensité d’un faisceau laser gaussien, la
bille est attirée au maximum d’intensité situé au waist du faisceau. En focalisant le faisceau
gaussien par un objectif de microscope, le gradient d’intensité devient assez important pour
piéger une bille. On crée alors une pince optique (fig. 1.3). La position d’équilibre de la bille
se situe légeérement en aval du centre du faisceau, car une partie de la lumiére se réfléchit sur
la bille et tend & la pousser dans cette direction.

Nous allons mesurer les forces appliquées aux molécules grace au déplacement des billes.
Pour avoir une bonne estimation de la force il est donc fondamental de relier le déplacement
des billes a la force exercée sur elles. L’expérience montre que la force subie par une particule
sphérique se déplacant sur une distance faible X devant le diamétre de la bille, hors de sa
position d’équilibre dans le piége est de type élastique :

F=—kX

k. étant la raideur du piége dans la direction du déplacement. Si on utilise un laser polarisé
linéairement, le piégeage est décrit par trois constantes de raideur différentes, définies sur
I’axe de propagation du faisceau et dans le plan perpendiculaire a la propagation, sur I'axe
de polarisation et son axe perpendiculaire.

Nous savons désormais que la force appliquée a une bille piégée est proportionnelle & son
déplacement. Nous allons voir dans la paragraphe suivant comment mesurer ce déplacement
et en déduire la force.
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Profils d'intensité lumineuse

FIGURE 1.2 — Influence du gradient d’intensité sur la piégeage

FIGURE 1.3 — Bille piégée au voisinage du waist d’un faisceau laser

1.2 Mesure de force

Il existe de nombreuses méthodes pour mesurer la force exercée par un piége optique. La
plupart de ces méthodes consistent a estimer le déplacement de bille en utilisant son image
directe ou sa transformée de Fourier sur une caméra CCD [8] ou un détecteur de position [9,
10]. Ces premiéres méthodes nécessitent une calibration pour relier le déplacement des billes a
la force exercée. Une autre méthode optique ne nécessitant pas de calibration a été développée
par le groupe de Bustamante, et consiste a évaluer la variation de quantité de mouvement
subie par les photons lorsqu’ils traversent la bille piégée [11].

Nous utilisons 'imagerie de la bille dans son plan de Fourier pour la détection et un
mode de calibration s’appuyant sur le mouvement Brownien de la bille dans son piége. Je me
concentre ici sur ces méthodes de détection et de calibration.
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1.2.1 Principe de la détection du déplacement d’une bille dans son
piége

On peut faire I'image de la bille sur un détecteur pour estimer son déplacement. Cependant un
probléme majeur réside dans cette méthode, car on ne mesure pas seulement le déplacement
de la bille par rapport au centre du piége, dont on peut déduire la force appliquée, mais le
déplacement global de la bille. Il parait évident que si le piége bouge, soit volontairement car
on souhaite le déplacer, soit involontairement a cause de dérives du faisceau, la mesure de
force va étre entachée d’erreurs.

Néanmoins en utilisant non pas I'image directe, mais 'image dans un plan de Fourier, on
peut s’affranchir de ces dérives. En simplifiant, le faisceau laser piégeant la bille est dévié en
traversant la bille et son angle de déviation varie linéairement avec le déplacement de bille.
Comme la figure de diffraction a l'infinie d’un objet est invariante lorsqu’on translate 1’objet
(dans I'approximation paraxiale, le champ électrique varie en phase par la translation, donc
'intensité reste inchangée) mais dépend de 'angle de lumiére émergeant, on peut mesurer la
force exercée sur une bille sans effet du déplacement du piége. Cette méthode imaginée par
Gittes et Schmidt [9], consiste en pratique & suivre I’éclairement du laser de piégeage dans
le plan focal arriére de 1'objectif de détection (on l'appelle parfois la méthode de détection
BFP pour Back Focal Plane).

La transformée de Fourier spatiale d’un objet est sa figure de diffraction dans I’approxima-
tion de Fraunhofer. Méme si ’approximation n’est pas strictement vérifiée, notamment parce
que la bille est éclairée par un faisceau gaussien convergeant, I'image observée sur la pupille
arriére de I'objectif de détection ressemble beaucoup a une tache d’Airy, dont le centre se
déplace proportionnellement a la force appliquée a la bille (Fig. 1.4). L’aspect de cette image

dépend beaucoup de la bille utilisée et peut avoir des effets importants sur la sensibilité de
la détection [12].

FIGURE 1.4 — Aspect de la pupille arriére du deuxiéme objectif lorsqu’une bille de 1.87 um en polystyréne
est piégée & 5 um de la surface.
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Finalement, en effectuant I'image de la pupille arriére sur un détecteur de position, on
peut obtenir une tension électrique proportionnelle au déplacement de la bille. Reste a relier
ce déplacement a la force exercée grace a une calibration.

1.2.2 Calibration du piége optique

Dans la plupart des cas, la calibration est un passage obligé pour mesurer la force. Il existe
plusieurs méthodes [13], dont la plus précise aujourd’hui s’appuie sur la mesure du mouve-
ment brownien de la bille dans son piége [5]. De nombreux paramétres intervenant dans la
calibration sont connus avec une incertitude de quelques pour cent et limite la détermination
de la valeur absolue de la force. Je donne un bref rappel théorique sur le mouvement d’une
bille dans son piége avant de passer a la calibration en pratique.

Modéle de Langevin

Comme je D’écrivait plus haut, la force subie par une bille se déplacant de X hors de sa
position d’équilibre dans un piége est de type élastique, F = —kx)z , k, étant la raideur
du piége dans la direction du déplacement. L’équation du mouvement vérifiée par une bille
piégée immergée dans un milieu aqueux prend alors la forme d’une équation de Langevin,
limitée pour des raisons pratiques a une dimension :

d*X dX
——=—kX —a—+ F
e ot
ou —a% est la force de frottement visqueux subie par la bille sphérique et F est la force de

Langevin rendant compte des chocs moléculaires aléatoires. Comme la bille est proche de la
lamelle du microscope lorsqu’elle est piégée, la bille et la lamelle interagissent hydrodynami-
quement. Pour prendre en compte cet effet, on corrige le coefficient de frottement a donné
pour une bille dans un fluide infini en I’écrivant sous la forme de la loi de Faxen [5] :

6mna
o =
1 —g5a/h+g(a/h)* — 55 (a/h)* — g5 (a/h)°

ol 7 est la viscosité du milieu, a le rayon de la bille et h la hauteur du centre de la bille a la
surface. La résolution de ’équation de Langevin est possible dans le domaine fréquentiel et
va nous permettre de déterminer les paramétres nécessaires a la calibration.

Description fréquentielle

En prenant la transformée de Fourier de I’équation du mouvement & une dimension, on peut
écrire :

—m(2n)* f°X(f) = —kX(f) — ai2n fX(f) + F(f)

ou encore ‘ ~( )‘2
— F(f
X = T @ +iaznf w4

X et F sont les transformées de Fourier respectives de X et F.
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Le temps caractéristique de variation de la force de Langevin est extrémement faible (de
I'ordre de 107'%s) par rapport aux temps caractéristiques de 'électronique de détection, de
sorte qu’on assimile le spectre de fréquence de la force de Langevin a un bruit blanc [14].
Les fréquences de travail sont telles qu’en pratique m(27)2f? < k et a2w f, ce qui permet de
simplifier :

~ So
X(NHP=—%
f2
1+ 7
T 2
ou f() = ﬁ et S(] = ‘f,ié)‘
Le théoréeme d’équipartition donne
1k:|<X2>|—1k:T (1.1)
2 2P '
et on a par ailleurs
<xs| = xR (12)
0
[e'e) SO
= / —F df (1.3)
o 1+ F
0
1
‘ < X2 > | = §7T50f0 (14)

En remplacant le résultat de I’équation 1.4 dans I’équation 1.1 et en utilisant la définition
de fo, on trouve finalement

~ 405]{,'BT
XD =228
14+ =
15
La détection est réalisée par une chaine électronique. Dans la gamme de fréquence qui
nous intéresse, je modélise cette chaine par un filtre passe bas du premier ordre, dont la
fréquence de coupure f,; est de 40 kHz. Ce modéle a été obtenu a partir de la mesure des
spectres des billes piégées. Le signal détecté U étant proportionnel au déplacement de la
particule, sa puissance spectrale prend la forme :

.
IR = T S

e
fel

S;, prenant en compte la sensibilité du détecteur.

On peut obtenir cette mesure expérimentale a ’aide d’un analyseur de spectre. Il ne reste
plus qu’a ajuster la courbe expérimentale (Fig. 1.5) par ce modéle pour obtenir les paramétres
pertinents lors de la mesure de force : la raideur du piége k£ dans la direction de la mesure,

k = 2raf
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et le coefficient v reliant la tension a la force, F' = U, avec

. 40&]{,’BT

Ya

Densité spetrale de puissance (uV/Hz™")

—

o

o

o
I

DN © ©

3

- ©OfF

0
Fréquence (Hz)

FIGURE 1.5 — Densité spectrale de puissance d’une bille de 1.87 um piégée a 5um de la surface (noir)
et son ajustement théorique (rouge). La fréquence de coupure du piége fy est ici de 2544.6 £+ 18.2Hz et
I’amplitude \/S_(’J de 1832 + GMV/\/E. L’ajustement nous permet de déduire qu’ici la raideur du piége est
de 258 + 2pN/um et que 1V mesuré par le détecteur correspond a 8.96 + 0.03pN. En plus de lerreur
statistique due & l'ajustement, il faut prendre en compte les incertitudes sur la hauteur de la bille, son
diameétre et la température du bain pour obtenir une estimation des erreurs réelles. Ainsi, comme décrit dans
le texte, 'incertitude sur la raideur du piége est en réalité de 'ordre de 13 pN/um et celle sur le coefficient
de proportionnalité de 0.45 pN/V.

La détermination exacte de la force par calibration est limitée par I'incertitude de mesure
sur la température, la hauteur de la bille a la surface et son diamétre. Une erreur de 1°C a la
température réelle, qui est particuliérement difficile & déterminer [15], entraine une erreur de
2.5% dans la détermination de la viscosité. L’effet de 'erreur sur la hauteur de la bille par
rapport a la surface est plus difficile & quantifier qu’il n’y parait, mais expérimentalement
une erreur de positionnement de 1 um par rapport a la surface entraine une erreur sur le
coefficient de proportionnalité v d’environ 2% (voir dans le chapitre 3). Le diamétre de la
bille, connu en général a 3% prés, influe de fagon évidente la détermination de la raideur et
du coefficient de proportionnalité v par le coefficient de friction. Finalement, I’indice optique
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des billes peut également varier d’une bille & 'autre. Les forces mesurées par piége optique
sont ainsi connues a environ 5% prés.



Chapitre 2

Construction du double piége optique

Les montages a base de piéges optiques sont nombreux aujourd’hui et ont trouvé une grande
diversité dans leur mise en ceuvre et dans leurs applications. Sans tenter d’étre exhaustif,
je commence par présenter les grandes familles de piéges optiques utilisés pour I'étude des
acides nucléiques, avant d’expliquer pourquoi nous avons choisi un double piége optique. Je
décris ensuite les différents choix matériels et les problémes rencontrés lors de la construction
du double piége optique.

Notons qu’en dehors des piéges optiques, il existe bien d’autres facon d’étudier les acides
nucléiques par mesure de force, notamment avec des piéges magnétiques [16], des microscopes
a force atomique [17], ou encore en utilisant de multiples combinaisons alliant une mesure de
force & une mesure de fluorescence [18] ou de courant |19].

2.1 Configurations existantes et choix de la double pince
optique

Les mesures de force sur acides nucléiques consistent a étirer une molécule et & mesurer sa
réponse mécanique en évaluant les forces qui lui sont appliquées. En pratique, dans les appli-
cations exigeantes, il faut pouvoir éloigner les extrémités de la molécule avec une précision
de l'ordre du nanométre et mesurer les forces appliquées a environ un dixiéme de piconewton
preés.

Dans les montages qui nous intéressent, I'une des extrémités de la molécule étudiée est
fixée sur une bille piégée, alors que 'autre extrémité est fixée soit sur une seconde bille, soit
a la surface d’une lamelle (Fig. 2.1).

De nombreux critéres sont cruciaux pour effectuer une bonne mesure, mais I’'un des prin-
cipaux défis consiste & mesurer la distance séparant les extrémités de la molécule trés préci-
sément. Il faut donc controler la distance entre les deux surfaces ol sont fixées les extrémités
de la molécule et éviter les dérives mécaniques.

Lorsque la molécule est étirée entre une bille et une lamelle, on peut controler la distance
entre les deux surfaces par une table piézoélectrique. Dans des expériences récentes, on va
jusqu’a asservir la position de la lamelle par une technique optique [21]. Cette solution semble
demander un investissement technique important, mais donne de trés bons résultats [22].

Nous avons adopté une autre solution plus répandue et plus accessible techniquement.

13
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FIGURE 2.1 — Principaux types de montage utilisant des piéges optiques dans les études de mesure de
force en dehors du double piége optique. a, La molécule est étirée entre une bille piégée et une surface qu’on
translate avec une table piézoélectrique [13, 20]. b, Variante de la méthode précédente. La hauteur de la
lamelle est controlée en asservissement par une méthode optique. Ceci permet d’atteindre une excellente
stabilité [21, 22]. ¢, La molécule est étirée entre deux billes dont I'une est maintenue dans une micropipette.
On étire la molécule en déplagant la micropipette a l’aide d’un support piézoélectrique [23]. d, On peut
également utiliser des piéges multiples créés a l'aide d’un galvanométre, ou en combinant des déflecteurs

acousto-optiques [24].

Nous utilisons deux billes piégées dans deux faisceaux provenant du méme laser (Fig. 2.2).
Comme nous allons le voir, les deux faisceaux partagent une grande partie de leur parcours
sur la table optique. Si une instabilité mécanique vient perturber les faisceaux, elle perturbe
généralement les deux faisceaux de la méme fagon et ceux-ci se déplacent ensemble (Fig.
2.3). Les dérives mécaniques advenant souvent au niveau du microscope n’ont ainsi qu’un
effet faible sur la distance séparant les deux piéges.
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FIGURE 2.2 — Configuration de notre expérience. La molécule étudiée est étirée entre deux billes piégées

dans la double pince optique.

FIGURE 2.3 — Généralement les perturbations sur les faisceaux viennent affecter les deux faisceaux identi-
quement. Si un miroir sur lequel les faisceaux se réfléchissent est pivoté, les deux faisceaux sont défléchis de

la méme facon (gauche). La distance entre les piéges est ainsi bien maintenue (droite).

2.2 Choix matériels et mise en place du montage de double
pince optique

La géométrie du systéme en double pince optique nous permet d’espérer une bonne stabi-
lité lors des mesures, mais il faut cependant choisir trés soigneusement chaque élément pour
traduire cet espoir dans les faits. Je commence par décrire globalement le montage optique,
avant de me concentrer plus spécifiquement sur les éléments du montage.

Un schéma présentant les principaux éléments du montage est donné figure 2.4. Nous
utilisons un laser a cavité Nd : YVO, émettant dans 'infrarouge pour créer les piéges. Les
premiéres lentilles traversées élargissent le faisceau pour éviter que les optiques suivantes
subissent des effets thermiques trop importants. Pour obtenir deux piéges indépendants, on
divise le faisceau en deux faisceaux de polarisations perpendiculaires par ’association d’une
lame demi-onde et d’un cube dichroique (Fig. 2.4a). Avant d’étre recombinés par un second
cube dichroique, I'un des deux faisceaux est réfléchi par un miroir monté sur une cale pié-
zoélectrique. Les faisceaux recombinés entrent dans un objectif & grande ouverture et créent
deux piéges en se focalisant (Fig. 2.4b). Le faisceau réfléchi sur le miroir monté sur une cale
piézoélectrique peut alors étre défléchi pour déplacer trés précisement le piége qu’il forme.
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La partie du montage suivant le microscope permet de séparer les faisceaux en polarisation
et de réaliser la mesure de force par la méthode de détection en pupille arriére décrite dans
le chapitre précédent (Fig. 2.4c).

d

piezo stage

A2

L2

LI

WuxSn | OAAPN

microscope objective

condenser

Glan air

L5 polarizer

beam block

FIGURE 2.4 — Schéma simplifi¢ du montage. (a) Création de deux faisceaux polarisés perpendiculairement.

(b) Focalisation des faisceaux et piégeage de deux billes micrométriques. (c) Partie du montage utilisée pour

la détection.

Concentrons nous maintenant plus en détail sur les différents éléments. Les numéros
donnés dans les paragraphes suivants font référence a ceux de la figure 2.5.
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Tout d’abord I’ensemble du montage est protégé des courants d’air par un ensemble de
plaques en PVC. Cette protection réalisée par Fabrice Monti est nécessaire et réduit fortement
le bruit sur les mesures.

Le choix du laser est trés important et doit répondre a plusieurs critéres. La raideur des
pieges doit étre importante pour sonder précisément les molécules étirées. Comme la raideur
est proportionnelle a la puissance du laser, il faut utiliser une puissance importante pour
obtenir une bonne raideur. Une puissance de 1 W est généralement nécessaire pour créer un
piége de raideur suffisante. Cependant une puissance importante signifie un échauffement,
voire une détérioration de 1’échantillon. On choisi une longueur d’onde qui est peu absorbée
par 'eau et les molécules biologiques. En pratique les longueurs d’ondes proches de 1pum
répondent bien a ce critére. Finalement le faisceau laser doit étre stable en intensité et en
positionnement.

Nous avons choisi un laser Nd : YVO, @ (modéle Millenia IR de Spectra-Physics) émet-
tant & 1.064 um & une puissance maximale de 10 W. Sa stabilité en puissance est de l'ordre
de 1% sur quelques minutes, et sa stabilité en pointage est de 5 urad/°C. Ces paramétres sont
suffisants pour espérer une bonne mesure de force.

Les différentes optiques suivant le laser ont toutes un traitement anti-reflet & 1.064 pm.
Cela limite les pertes par réflexion a la surface des optiques et les interférences provenant des
réflexions multiples. Méme si les réflexions sont limitées par les traitements anti-reflets, elles
persistent assez pour déstabiliser le laser en interférant dans la cavité. Pour supprimer ces
effets, nous utilisons un isolateur Faraday (2.

Un premier jeu de lentille 3) élargit le faisceau afin de réduire sa puissance surfacique
et ses effets thermiques sur les optiques. J’ai choisi d’utiliser la combinaison d’une lentille
divergente et d’une lentille convergente pour former un zoom. Celui-ci permet de réduire
le chemin optique du faisceau par rapport a un télescope traditionnel, mais les focales des
lentilles restent assez grandes pour que les fluctuations du laser ne soient pas amplifiées
angulairement. Le faisceau sort paralléle du zoom.

L’association de lame demi-onde et du premier cube dichroique (4) permet de séparer en
polarisation le faisceau et de choisir I'intensité relative de chacun des deux nouveaux faisceaux
en tournant la lame. Les cubes dichroiques doivent avoir un pouvoir séparateur important,
de 'ordre de 1/1000 pour chaque polarisation. Il semble cependant inutile d’augmenter cette
discrimination car comme nous allons le voir dans le chapitre 4, les polarisations ne sont pas
entiérement conservées au passage du microscope.

Le premier faisceau est réfléchi sur des miroirs fixes et sera utilisé pour créer un piége
fixe. Le deuxiéme faisceau subit plusieurs modifications.

Comme les polarisations ne sont pas conservées au passage du microscope, les faisceaux
peuvent interférer et troubler la mesure de force. Pour éviter cela, nous avons choisi de décaler
en fréquence ce faisceau. Il traverse ainsi un élément acousto-optique (5) utilisé a fréquence
et amplitude fixe. Les interférences avec 'autre faisceau persistent, mais elles se déplacent
trop rapidement pour que les détecteurs soient capables de mesurer leur effet.

Ensuite nous souhaitons controler trés précisément la séparation des deux pieges en dé-
fléchissant le deuxiéme faisceau. Plusieurs solutions sont possibles |5, 25|. L'utilisation d’un
miroir monté sur une cale piézoélectrique donne les meilleurs résultats si on porte assez
d’attention au choix de celle-ci. Nous avons commencé par utiliser une cale qui avait des
performances limitées en terme de stabilité, malgré de lourds efforts (cf. annexe C). Nous
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avons ensuite fait I'acquisition d’une cale Mad City Lab (6) qui est bien mieux controlée.
Elle nous permet de déplacer les piéges d’une quinzaine de micromeétre avec une précision de
positionnement de ’ordre du nanométre.

On recombine ensuite les deux faisceaux dans un deuxiéme cube dichroique (7). Pour
assurer un bon piégeage, il faut que les faisceaux entrent centrés sur la pupille arriére de 1’ob-
jectif du microscope. Si la tache est simple pour le faisceau fixe, elle demande un peu plus de
réflexion pour le faisceau mobile, car il faut qu’il reste centré quelque soit la déflexion qu’on
lui impose. Nous avons choisi d’utiliser un télescope pour faire 'image du miroir monté
sur la cale piézoélectrique sur la pupille arriére de 'objectif du microscope. Une précision de
quelques millimeétres sur ce réglage donne de bons résultats. Le télescope nous permet égale-
ment de choisir le diamétre du faisceau entrant dans 1’objectif. On peut choisir le diameétre du
faisceau pour que la pupille arriére coincide avec le diameétre sur lequel 'intensité est divisée
par e par rapport au maximum d’intensité |26].

Le premier objectif du microscope doit garantir le meilleur piégeage possible. Il faut un
objectif absorbant peu dans l'infrarouge proche, ce pour quoi la microscopie est rarement
optimisée, ainsi qu’une grande ouverture numérique. Nous avons choisi d’utiliser un objectif
a huile 100X Nikon d’ouverture 1.4 et optimisé dans l'infrarouge (9) .

Une fois les billes piégées, il faut collecter la lumiére émergeant avec un condenseur ou
un second objectif. Le choix est ici moins draconien, mais 'optique utilisée doit avoir une
ouverture suffisante pour que la mesure de force soit sensible. L’ouverture nécessaire dépend
du type de bille utilisé [12]. Nous avons choisi un objectif a eau 60X Olympus d’ouverture
1.2 qui est adapté aux mesures avec des billes de 1 a 2 ym en polystyréne ou en silice.

Entre les deux objectifs, on place 1’échantillon constitué de deux lamelles accolées (cf.
chapitre 5). Comme la distance des billes a la lamelle est trés importante, a cause de la
calibration par exemple, nous avons monté le porte objectif sur une cale piézoélectrique qui
translate ’échantillon sur une cinquantaine de micromeétre.

J’ai appliqué un éclairage de type Kohler pour l'observation des billes. La lumiére d’une
diode est d’abord focalisée sur un diaphragme, dont on fait ensuite I'image sur la pupille
arriére de ’objectif servant a éclairer. On observe les billes sur une caméra CCD. Celle-ci est
précédée d’un filtre absorbant le rayonnement infrarouge pour ne pas étre géné par la lumiére
du laser.

Nous utilisons la suite du montage pour effectuer la mesure de force. La méthode de
détection en pupille arriére évoquée dans le chapitre précédent consiste a évaluer les variations
de position du centre de gravité de I'intensité lumineuse sur la pupille arriére de 1’objectif.
Ceci nous contraint a faire I'image de la pupille arriére sur un détecteur de position. Pour des
raisons d’encombrement j’utilise une fois de plus la combinaison d’une lentille convergente et
d’une lentille divergente pour former cette image (1. La distance entre les deux lentilles est
choisie trés minutieusement pour que la taille de I'image soit adaptée a la taille du détecteur.
Un cube polarisant de type Glan-air est inséré dans le chemin optique pour réfléchir le faisceau
mobile. Enfin plusieurs atténuateurs sont appliqués sur le faisceau pour éviter au détecteur
de saturer.

On peut utiliser deux types de détecteur de position, une diode quatre-quadrants ou
un détecteur de type PSD (pour Position Sensitive Detector). Ces deux types de détecteur
ont des caractéristiques électroniques similaires, mais le PSD a une plus grande plage de
linéarité en position. Nous avons choisi d’utiliser un détecteur PSD de Pacific Silicon @2,
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auquel on a ajouté I’électronique nécessaire a la mesure de force. ’ensemble a une fréquence
de coupure d’environ 40 kHz. Les signaux sont ensuite enregistrés sur une carte d’acquisition
Microstar. Chaque entrée posséde un filtre ajustable dépendant de la fréquence d’acquisition.
Une caméra CCD est ajoutée pour observer 1’aspect du faisceau sur le détecteur PSD.
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FIGURE 2.5 — Schéma du montage complet. Les nombres entourés font référence aux éléments décrits dans
le texte. Chaque élément est accompagné de sa référence chez le fournisseur ol il a été acheté. En dehors de

filtres et de la lame d’onde Thorlabs, I’ensemble des optiques proviennent de Lambda.cc.



Chapitre 3

Comment régler le montage et améliorer
le piégeage ?

Une fois les composants correctement choisis et raisonnablement alignés, il n’est pas a priori
évident de savoir quels réglages influent sur la qualité du piégeage et de la mesure. En
réalité peu de réglages sont véritablement importants, mais une fois identifiés, ils doivent
étre effectués précautionneusement. Les lignes qui suivent auront peut-étre parfois ’allure
d’un banal protocole, mais ce type de discussion est largement absent dans la littérature.
J’espére pouvoir aider mes successeurs ou d’autres personnes susceptibles de travailler avec
ce type de montage.

Je commence ainsi par étudier l'alignement de I'entrée des deux faisceaux, influencant
beaucoup la qualité du piégeage. Je regarde ensuite les différents effets liés a la hauteur des
billes a la surface. Je conclue sur le choix de I’huile d’immersion de I'objectif de piégeage,
dont l'effet n’a été publié que trés récemment.

3.1 Réglage de I’entrée des faisceaux dans l’objectif de
piégeage

Contrairement a ce qu’il pourrait paraitre, seul I'alignement de certains éléments optiques
requiert véritablement 1’attention de I’expérimentateur. Le but de ces réglages et de s’assurer
d’avoir une puissance de faisceau correcte a I'entrée de 1’objectif de piégeage, et une bonne
forme de faisceau a I’endroit ou les billes sont piégées.

Pour obtenir une bonne puissance de faisceau, il suffit d’éviter de perdre trop de lumiére
dans l'isolateur Faraday, les cubes séparateurs et recombinants et le module acousto-optique.
L’alignement de ces composants est classique et ne nécessite pas de s’y attarder. L utilisation
de lentilles & focales élevées, permet un réglage au millimeétre prés sans déformation notable
du faisceau. Ainsi, avant d’arriver a 'objectif de piégeage, et en dehors de l'isolateur Faraday
et du module acousto-optique, aucun composant optique n’a d’influence forte sur la forme
du faisceau.

L’alignement de I’entrée des faisceaux dans ’objectif de piégeage est par contre extréme-
ment important et influence considérablement la qualité du piégeage. Un faible écart d’aligne-
ment a 'entrée de 'objectif de piégeage peut par exemple aisément diminuer la raideur des
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pieges d’une vingtaine de pour cent. Je vais m’attarder sur ce réglage dans les paragraphes
suivants, en m’intéressant d’abord au faisceau fixe, puis au faisceau mobile.

3.1.1 Entrée du faisceau fixe

Les éléments a placer ou a ajuster sont mis en valeur sur le plan de la figure 3.1. On pourra
suivre le protocole suivant :

Lame Dichroique
HHS-2506B-R1064/T532-45

e

~€— Mire 1

Beam block -

~«— Mire 2

AD

FIGURE 3.1 — Eléments & placer ou ajuster lors du réglage du faisceau fixe.
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e Couper le faisceau mobile avec un beam block.

e S’assurer que le faisceau fixe est bien paralléle avant d’entrer dans I'objectif. Régler son
intensité pour qu’il soit visible avec une carte IR. On peut évaluer sa divergence sur
quelques métres par exemple.

e Enlever 'objectif de piégeage. Garder sa bague de fixation et placer une mire en papier
trouée en son centre dans la bague.

e Replacer la bague et sa mire & la place de objectif (fig. 3.2.a).

FIGURE 3.2 — a, Mire placée a la pupille arriére de I’objectif de piégeage. b, Le faisceau infrarouge, observé

par une webcam, est bien centré sur la mire.

e Placer une webcam au dessus de la mire en papier.

e Observer le faisceau sur la mire (fig. 3.2.b). Si le faisceau n’est pas parfaitement centré
sur la mire, le centrer en tournant le deuxiéme miroir précédent 1’objectif.

Désormais le faisceau fize est couplé au centre de ['objectif. C’est le réglage influant le
plus la raideur du piege.

Méme si ce n’est pas absolument nécessaire, on cherche a ce que le faisceau fixe passe
bien par le centre des lentilles de I'objectif de piégeage. Pour cela, il faut que le faisceau
émergeant du trou de la mire soit bien vertical.

e Pour un réglage grossier, on peut évaluer la position du faisceau sortant de la mire a
I’ceil avec une carte de visualisation. Pour un réglage plus fin, on peut remplacer le
deuxiéme objectif par une deuxiéme mire. On observe une fois de plus le faisceau a
I’aide d’une webcam. Si le faisceau n’est pas parfaitement centré sur la mire, tourner
le miroir précédent le deuxiéme cube polariseur et centrer le faisceau. Ce miroir est
conjugué avec la pupille arriére du premier objectif et ne devrait donc pas influer sur
la position du faisceau dans ce plan.

e Si le faisceau avait été déplacé du centre de la premiére mire apres ce réglage, refaire le
premier réglage suivi du second et recommencer si nécessaire jusqu’a ce que le faisceau
soit centré sur les deux mires a la fois.
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3.1.2 Entrée du faisceau mobile

Le plus simple est de partir du montage dans la configuration d’expérience traditionnelle
avec les deux objectifs montés et un échantillon. Si cette configuration n’est pas possible,
seul l'objectif de piégeage et un couvre objet sont nécessaires pour réaliser le réglage. On
pourra suivre une démarche similaire & celle présentée ici (fig. 3.3).

!

FIiE"gSSISRO Observation du cheuvauchement
des faisceaux

—

%
<«—— Cacheen
forme de croix

FIGURE 3.3 — Eléments a placer ou ajuster lors du réglage du faisceau mobile.
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Enlever le filtre IR précédant la caméra donnant I'image de I’échantillon.
Ajuster I'intensité du laser pour que la caméra ne sature pas.
Focaliser le faisceau au niveau de la surface de I’échantillon.

Placer la consigne de positionnement de la monture du miroir portant la cale piézoélec-
trique sur zéro.

Observer le faisceau a la surface de I’échantillon. Si les deux faisceaux ne se chevauchent
pas, ajuster la monture mécanique portant le miroir sur cale piézoélectrique pour y
parvenir. Il est préférable de toucher les vis les plus éloignées du miroir pour limiter sa
translation.

Une fois que les faisceaux se chevauchent a la surface de ’échantillon, placer un cache
avec une ouverture en forme de croix avant le premier cube séparant le faisceau en deux.
Placer une feuille de papier proche de I'objectif de piégeage et observer les faisceaux
en forme de croix. Le faisceau mobile n’a pas une forme de croixz s’il passe par un
acousto-optique qui déforme un peu le faisceau. Il garde cependant la symétrie d’une
croiz (fig. 3.4).

r

FIGURE 3.4 — Superposition des faisceaux en présence de l’acousto-optique. Sur cette photographie le

faisceau mobile est légérement décalé a gauche.

Faire chevaucher les deux croix en tournant le second miroir.
Enlever le papier ayant permis la visualisation précédente et le cache en croix.

Observer & nouveau les faisceaux a la surface de 1’échantillon. Les faire chevaucher
comme précédemment.

Continuer a faire chevaucher successivement les faisceaux au niveau de 1’échantillon
et juste avant l'objectif de piégeage. Le réglage sera accompli lorsque les faisceaux se
chevauchent dans I’échantillon et avant I'objectif.

Une fois ce réglage terminé, les deux faisceaux entrent avec le méme angle au centre de
la pupille arriére de ’objectif dans ’objectif.
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3.2 Réglage de la position relative des billes en z

J’ai choisi de travailler avec deux billes de taille différente pour des raisons pratiques. Les
duplexes formés de deux billes et d’'une molécule sont obtenus par incubation, et lors d’une
expérience ces duplexes sont noyés parmi un grand nombre de billes seules. Pour commencer
une expérience sur une molécule, il faut d’abord rechercher deux billes restant a proximité,
témoin d’un attachement moléculaire. L’ utilisation de deux billes de taille différente pour
former les duplexes diminue considérablement leur temps de recherche.

L’utilisation de deux billes de taille différente et I’insertion d’un élément acousto-optique
sur un seul des deux piéges ont néanmoins une conséquence génante : les deux billes ne sont
pas piégées dans le méme plan (fig. 3.5). Pour réaliser une expérience précise il faut donc soit
connaitre précisément la différence de hauteur séparant les billes, soit ajuster le montage et
supprimer cette différence.

A ma connaissance, ce probléme n’a pas été évoqué dans la littérature. Je propose une
approche pour résoudre ce probléme afin de piéger deux billes identiques ou de taille différente
dans un méme plan.

a b

FIGURE 3.5 — Le probléme : sans intervention particuliére, les billes sont décalées sur ’axe de propagation
des faisceaux (a) parce que les faisceaux sont décalés ou (b) parce que les billes ne trouvent pas leurs positions

d’équilibre au méme endroit dans le faisceau.

3.2.1 Reéglage par imagerie pour deux billes identiques

Lorsque les billes sont identiques, on peut utiliser ’aspect des billes pour s’assurer de leurs
positions relatives. Ce réglage est plutot grossier, car l'incertitude sur le placement est de
I'ordre d’une centaine de nanométres, mais il a 'avantage de se faire a une hauteur quel-
conque dans I’échantillon. On peut suivre le protocole suivant :

e Piéger deux billes identiques & quelques microns de la surface.

e Changer la position de la lentille d’imagerie pour que 'une des billes ait la méme couleur
que le fond (gris). L’ajuster pour voir un point blanc au centre de la bille (fonctionne
avec les billes en silice de 1 um).
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Il est important que [’aspect de la bille change beaucoup avec la position en z. Seul
certains repéres sur la bille sont satisfaisants.

e Si les deux billes n’ont pas le méme aspect, translater la deuxiéme lentille du télescope
de sortie de I’acousto-optique dans la direction de propagation du faisceau. Pour faciliter
le réglage, on peut placer une cale qui a la direction du faisceau a la base de la monture,
et translater la monture contre la cale.

3.2.2 Réglage par mesure de force pour deux billes de taille quel-
conque

Il nous faut également étre capable de résoudre le probléme de positionnement relatif dans le
cas le plus utile pour nous, ou les deux billes sont de taille différente. Nous allons translater
deux billes piégées vers la surface de la lamelle et déterminer les positions respectives ou elles
touchent la surface. Ceci nous permettra alors de déterminer leur écart de positionnement
sur ’axe de translation puis de rectifier si nécessaire. Nous allons utiliser ici une propriété
importante de la détection en pupille arriére décrite dans le premier chapitre : la mesure de
la force sur 'axe de propagation du faisceau.

Mesure de la position relative des billes sur 1’axe de propagation.

e Placer le deuxiéme détecteur PSD pour mesurer la force exercée dans le piége mobile.

L’intensité totale du faisceau qui traverse la bille est proportionnelle a la force exercée
sur elle le long de 'axze de propagation [9]. Il n’est donc pas nécessaire de conjuguer la
pupille arriére de 'objectif avec le plan du détecteur comme en détection BFP tradi-
tionnelle, il suffit de placer le détecteur sur le faisceau et mesurer le signal de somme,
proportionnel a l'intensité totale.

e Piéger les deux billes dans les deux différents pieges.

e Faire osciller la surface placée sous les billes a ’aide de la cale piézoélectrique montée
sur le porte échantillon. Les billes doivent toucher la surface pendant une partie de
I’oscillation.

La cale piézoélectrique a une hystérésis non négligeable par rapport a la précision du
placement des billes. Pour éviter que les effets dynamiques et d’hystérese soient no-
tables, il vaut mieux utiliser un signal en dent de scie a l'entrée de 'amplificateur du
piézoélectrique, et faire le contact billes-surface a la fin de la dent de scie.

e Mesurer simultanément le déplacement de la surface et le signal de somme de chacun
des PSD.

On peut ensuite exploiter ces mesures. On obtient par exemple le graphe de la figure 3.7.
Il permet de déterminer la différence de hauteur avec une précision de 'ordre de 10 nm, en
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de la lentille BiCxe 300mm

déplacement ¢
LB1779-C

Cale
piézoélectrique

PSD 1

FIGURE 3.6 — Eléments & placer ou ajuster lors du réglage de la position relative des billes sur ’axe de
propagation du laser.

prenant comme repére 'instant ou les billes touchent la surface.

Si la position relative des billes n’est pas satisfaisante, on peut varier la hauteur de la bille
mobile en changeant la forme du faisceau mobile. On peut par exemple translater la lentille
précédant le miroir placé sur la monture piézoélectrique (fig. 3.6). Il est important de noter
que ces mesures doivent étre faites lorsque la température des objectifs a atteint un régime
permanent (cf. partie 4.2). Si ce n’est pas le cas, ils risquent de se dilater et rendre la mesure
plus difficile.
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FIGURE 3.7 — Mesure de force sur axe z lors de la translation. La cale piézoélectrique utilisée pour
translater le porte échantillon a une hystérésis importante. Pour s’affranchir de cet effet, je commande la cale

par un signal en dent de scie.

Une fois ce réglage terminé, les billes ont une position relative adéquate trés proche de
la surface de la lamelle. Mais qu’en est il & 5 um de la surface? Seule la mesure de force
avec une molécule m’a donné la réponse pour 'instant. Si les billes sont correctement placées
lors d’une mesure, la force ne posséde qu’une composante axiale; sa composante sur I'axe
de propagation du faisceau devrait étre nulle. Pour s’en assurer, on utilise une fois de plus
la mesure de force sur cet axe en enregistrant l'intensité totale arrivant sur le détecteur de
position. En pratique, une fois le réglage effectué a la surface, 'intensité totale ne variait pas
de facon notable avec la force axiale. En conclusion, dans le cas des billes testées, une fois la
hauteur relative réglée a la surface, celle ci est conservée au moins jusqu’a 5 ym de la surface.

3.3 Influence de la hauteur bille-surface sur le piégeage
et la calibration

Nous utilisons un objectif & immersion a huile pour piéger les billes. Ce type d’objectif permet
d’atteindre des ouvertures numériques élevées qui assurent aux piéges une raideur importante.
Un inconvénient existe cependant : lorsqu’on déplace I’échantillon placé au dessus de I'objec-
tif, I’épaisseur de la couche d’huile varie. Les faisceaux traversent ainsi une longueur d’huile
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variable. Le systéme est stigmatique pour une épaisseur d’huile donnée, mais en dehors de
cette position, on peut générer une aberration sphérique. La qualité de piégeage est ainsi
affectée par la position en hauteur dans I’échantillon, et il est connu qu’au dela de quelques
dizaines de micromeétres de la surface les mesures de force deviennent difficiles.

L’influence des aberrations sphériques liées a la hauteur des billes & la surface sur la rai-
deur du piége a été évoqué dans la littérature |27]. Cependant les variations du coefficient
reliant la force a la tension de sortie du détecteur avec la hauteur des billes, qui trouve
sont origine physique dans le méme phénomeéne, n’a pas été étudié dans la littérature a ma
connaissance. Celles-ci sont peut-étre plus décisives sur notre expérience et méritent que 1’on
s’y attarde.

J'ai effectué des mesures de calibration (cf. partie 1.2.2) pour deux types de bille a dif-
férentes hauteurs de la surface. Les graphes des figures 3.8 et 3.9 résument ces différentes
mesures.

400

350

w
o
o

250

Raideur (pN/pm)

200

150 ~. -
I I I I \’f

2 4 6 8 10
Distance bas bille / surface lamelle (um)

FIGURE 3.8 — Influence de la hauteur de la bille sur la raideur. Trait plein, bille de 0.97 um en silice ; trait
pointillé, bille de 1.87 pm en polystyréne (les courbes sont des guides pour les yeux). La puissance du laser a
lentrée de Pobjectif de piégeage est de 1 W.

On observe que la raideur des piéges et le coefficient de conversion tension/force varient
fortement avec la position par rapport a la lamelle. Un compromis s’impose : plus la raideur
des piéges est importante, plus la mesure est susceptible de donner des détails fins sur la
molécule étudiée, mais plus les variations du coefficient force/tension avec la hauteur sont
importantes, plus les mesures sont dépendantes des dérives de positionnement en z. Ici,
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FIGURE 3.9 — Influence de la hauteur de la bille sur le coefficient de conversion tension/force. Trait plein,
bille de 0.97 um en silice ; trait pointillé, bille de 1.87 um en polystyréne (les courbes sont des guides pour les

yeux). La puissance du laser a 'entrée de l'objectif de piégeage est de 1 W.

la hauteur de 5 pum semble la mieux adaptée aux mesures, car les variations du coefficient
force/tension y sont faibles, et la raideur y reste suffisante pour effectuer de bonnes mesures.

3.4 Role de ’'indice de I’huile d’immersion sur le piégeage

L’huile d’immersion a un effet capital sur le piégeage et n’a été étudiée que trés récem-
ment [27]. L’indice de huile utilisée est généralement optimisé pour 1’observation proche de
la surface de la lamelle, dépendant du type d’objectif, du fabricant, etc... Un écart apparem-
ment faible dans la valeur d’indice cause des variations trés importantes sur la qualité du
piégeage.

Avec notre objectif, il est par exemple impossible de piéger des billes en polystyréne si
I’indice de I’huile est égal a 1.478, alors qu’il est trés aisé de les piéger avec une excellente
raideur pour un indice de 1.518. De méme a 5pum de la surface on peut aisément espérer
multiplier par trois la raideur des pieges lorsque des billes de silice sont utilisées en passant
de la premiére huile a la seconde. Ainsi, méme s’il n’est pas nécessaire d’ajuster excessivement
I'indice de I’huile qu’on utilise, cela reste un paramétre important & prendre en compte.
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Chapitre 4

Comment diminuer les dérives et autres
signaux indésirables ?

Maintenant que la construction du montage est achevée et que les alignements importants
ont été effectués, il nous reste a franchir un dernier obstacle avant de commencer les expé-
riences. Comme nous souhaitons étre extrémement précis sur la mesure de force, il nous faut
étre tres vigilants sur les dérives éventuelles. Certaines sont classiques et d’autres sont plus
inattendues. Je vais commencer par décrire la plus perturbante, I'interférence entre les deux
faisceaux lors de la mesure de force, puis je décrirai l'effet des dérives thermiques. Je termine
sur un probléme lié & la géométrie des faisceaux qui a également un effet sur la mesure.

4.1 Interférence en détection pupille arriére

Le double piége optique utilise deux faisceaux dont les polarisations sont perpendiculaires a
I’entrée du microscope. Ce choix permet de limiter leurs interactions au niveau des piéges
et de détecter un seul faisceau a la sortie du microscope. On peut par exemple réfléchir I'un
des faisceaux dans un cube polarisant bien orienté de type Glan-air. La discrimination des
faisceaux par I’état de polarisation suppose bien str que ceux-ci soient correctement polarisés.

Je commence par vérifier que la polarisation est bien conservée aprés la traversée des
deux objectifs. Pour cela, j'effectue une mesure du taux d’extinction des faisceaux avec un
polariseur en absence puis en présence des objectifs. Cette mesure est réalisée juste au dessus
de la monture du deuxiéme objectif.

Mesure sans les objectifs Aprés avoir traversé tout le montage, et en ’absence des deux
objectifs, les faisceaux sont polarisés quasiment uniformément (leur taux d’extinction dans
un polariseur croisé est inférieur a 1/3000) et leurs polarisations sont bien perpendiculaires
(aux incertitudes de mesures prés, I’écart angulaire des polarisations est de 907).

Mesure avec les objectifs En ajoutant les objectifs, I'’écart angulaire observé pour I'ex-
tinction maximale de chaque faisceau est toujours de 90° (aux incertitudes de mesure prés),
mais les taux d’extinction sont bien plus élevés. Ces derniers passent d’environ 1/3000 sans

33
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objectifs, & prés de 1/80 avec les objectifs : la polarisation n’est pas conservée en passant a
travers les objectifs.

Ce phénomeéne connu en microscopie de polarisation a été pour la premiére fois expliqué
par Friedrich Rinne [28], puis étudié en détail par Shinya Inoué [29, 30]. Au passage d’un
dioptre sphérique par exemple, le champ électrique d’un faisceau paralléle polarisé rectiligne-
ment ne voit pas la surface identiquement en tous ses points. En particulier, sur un diamétre
de la surface, les composantes du champ perpendiculaire et paralléle au plan d’incidence ne
sont pas les mémes (Fig 4.1a), et sont réfractées avec des taux différents donnés par les coef-
ficients de Fresnel : la polarisation n’est pas conservée au passage d’un dioptre sphérique. Si
on récupeére le parallélisme du faisceau avec un deuxiéme dioptre sphérique, on peut observer
que le champ électrique a subi une rotation non homogéne (Fig 4.1b). L’effet est faible pour
des lentilles usuelles, mais dans le cas d’objectif a grande ouverture numérique, la polarisation
peut étre tournée de plus de 15° pour les rayons les plus réfractés.

FIGURE 4.1 — a, Composantes paralléle (rouge) et perpendiculaire (vert) du champ au passage d’un
dioptre sphérique. b, Schéma du champ électrique aprés qu’il est traversé deux lentilles de grande ouverture

numérique. La polarisation n’est plus homogéne.

Comme la polarisation des faisceaux n’est pas conservée, il est impossible de discriminer les
deux faisceaux. Pire encore, ces deux faisceaux peuvent interférer et géner considérablement
la mesure de force! J’ai décrit ce phénoméne en détail et les solutions que nous avons trouvées
pour y pallier dans un article publié dans Review of scientific instruments [31]. Ce travail est
reproduit dans les pages suivantes.
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Experimental studies of single molecule mechanics require high force sensitivity and low drift,
which can be achieved with optical tweezers. We built an optical tweezer setup for force
measurements in a two bead assay. A cw infrared laser beam is split by polarization and focused by
a high numerical aperture objective to create two traps. The same laser is used to form both traps
and to measure the force by back focal plane interferometry. We show that although the two beams
entering the microscope are designed to exhibit orthogonal polarization, interference and a
significant parasitic force signal occur. Comparing the experimental results with a ray optics model,
we show that the interference patterns are caused by the rotation of polarization on microscope lens
surfaces and slides. The model qualitatively describes the pattern and the dependence of the parasitic
force signal on the experimental parameters. We present two different approaches to experimentally
reduce the crosstalk, namely, polarization rectification and frequency shifting. © 2008 American

Institute of Physics. [DOI: 10.1063/1.2957652]

I. INTRODUCTION

Optical tweezers have been used over the two past de-
cades to probe biological objects of various sizes, from
whole cells down to individual proteins. Force measurement
devices based on double optical tweezers have initially been
used to manipulate nonspherical particles such as bacteria,’
and have increasingly become important tools for single
molecule studies of nucleic acids,z’3 and their interactions
with protc—:ins.“’5

An important feature of double optical tweezers derived
from a single laser source is that although the absolute posi-
tion of each trap is sensitive to external mechanical pertur-
bations, their relative position can be precisely imposed.
Beam steering may be achieved with galvanometer, piezo-
electric tilt mount,™® or acousto-optic deflectors.* The force
acting on one bead is often measured with the back focal
plane method,” which allows us to decouple the force signal
from trap displacement and, hence, external vibrations. The
two traps usually exhibit perpendicular polarization in order
to reduce interference as well as to easily discriminate be-
tween them for detection. A laser of a different wavelength
can be used for detection, but a parasitic signal may then
arise from the relative drift between the trapping and detec-
tion lasers.

When one of the two trapping beams is used for force
measurement, it has to be distinguishable from the second
beam of the double trap. Orthogonal polarizations can be
used for this purpose. However, when linearly polarized light
goes through a system of microscope objectives, such as in
an optical tweezers apparatus, it suffers from the rotation of
polarization,8’9 resulting in a nonhomogeneous polarization
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when it exits the microscope. Consequently, important
crosstalk may occur when force is measured in this
configuration.

In this article we first consider the rotation of polariza-
tion for a Gaussian beam in a simple model. Crosstalk com-
ing from the rotation of polarization is evaluated, and we use
the theoretical results to describe the interference patterns
experimentally observed in the back focal plane method. Fi-
nally, we consider two different approaches to significantly
reduce the crosstalk.

1. ROTATION OF POLARIZATION IN A MICROSCOPE

Conventional polarizing microscopy suffers from the ro-
tation of polarization on lens surfaces or slides, which results
in a loss of contrast when imaging a s,ample.g’9 A simple
explanation of the rotation of polarization can be given as
follows. For a linearly polarized beam refracting on the sur-
face of a lens, the electric field exhibits different parallel and
perpendicular components relative to the plane of incidence,
depending on the position on the lens. Since, according to
the Fresnel equations, the two components are refracted dif-
ferently, the polarization of the total electric field is rotated.
As described in more detail in the following sections, this
effect induces difficulties when detecting force with double
optical tweezers.

We theoretically describe the propagation of light in a
simple model to give a qualitative understanding of the ef-
fects coming from the rotation of polarization in optical
tweezers. These effects are of general validity for centered
systems, and the main results regarding field symmetry are
the same for complex objectives. In our description, the trap-
ping objective and the condenser collecting light from a
trapped particle are modeled by two planoconvex lenses,
faced front to front (as presented in Fig. 5). We assume a
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FIG. 1. Rotation of polarization of a Gaussian beam E=EO('2/':Z_ passing the
two lens system. The electric fields are limited to a 3.8 mm disk. (a) Incident
electric field. (b) Calculated transmitted electric field in the back focal plane
of the second lens. The lines of the contour plot correspond to the rotation of
polarization of —8°, —6°, —4°, —=2°, 2°,4°, 6°, and 8°, and gray scales are
used to facilitate visualization. The x, and y, axes are the first and second
bisecting lines. The rotation of polarization of the electric field exiting from
the two lens system (c) on the y, axis for y; >0 and (d) on the perimeter of
NA=0.20 (solid), NA=0.30 (dotted), NA=0.45 (dashed), and NA=0.49
(dash-dotted).

radius r; of the two planoconvex lenses of 2 mm and a glass
refractive index of 1.57. The two lenses are identical, cen-
tered on the same axis, and the back focal plane of the first
lens coincides with the front focal plane of the second lens.
The Gaussian beam entering this two lens system is sup-
posed to be parallel, linearly polarized [Fig. 1(a)] and refract-
ing according to the Fresnel equations. Propagation of light
is described in the limit of ray optics, and spherical aberra-
tion is neglected.

The electric field occurring in the back focal plane of the
second lens is presented in Fig. 1(b). Polarization is rotated,
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FIG. 2. (Color online) Schematic layout of the double optical tweezers
setup. Light pathways are indicated for the laser (red), and for the white
light used for Kohler illumination and imaging of the sample (yellow).

except for the x and y axes, which are perpendicular to the
optical axis and respectively perpendicular and collinear to
the incident polarization. For a given direction in the back
focal plane starting from the center, the magnitude of the
rotation of polarization increases with numerical aperture
(NA) [Fig. 1(c)]. For a given radius, the rotation is stronger
when the electric field exhibits similar parallel and orthogo-
nal components according to the incidence plane on the
lenses. As described in Ref. 10, maximum values are reached
close to the x; and y, axes, but not exactly on these axes,
depending on the NA [Fig. 1(d)].

lll. EXPERIMENTAL SETUP

Our setup is based on a custom-designed inverted micro-
scope (Fig. 2). Optical components are from Thorlabs (Thor-
labs Inc., Newton, NJ) and Lambda (Lambda Research Op-
tics Inc., Costa Mesa, CA). They are mounted on an optical
table (Newport Corp., Irvine, CA) for vibration isolation. For
optical trapping and force detection, we use a cw linearly
polarized diode pumped Nd:YVO, laser (1.064 um, 10 W,
Millenia IR, Spectra-Physics, Mountain View, CA). To create
two independent traps, the laser beam is split by polarization
by the combination of a half-wave plate (\/2) and a polar-
izing cube beam splitter (C1). The direction of one of the two
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beams is varied by a piezoelectric mirror mount with an in-
tegrated position sensor operating in a feedback loop (Mad
City Labs Inc., Madison, WI). After recombination with the
second polarizing cube beam splitter (C2), the two beams
exhibit perpendicular polarization, and their directions are
slightly tilted to obtain two separate traps. Lenses (L3) and
(L4) image the center of the mirror mounted on the piezo-
electric stage on the back focal plane of the trapping objec-
tive (100X /1.4 oil, Plan Apo IR, Nikon, Tokyo, Japan). The
beams are then collimated by a second objective (60
X /1.2 W, UPlanSApo, Olympus, Tokyo, Japan). Finally, a
Glan-laser polarizer reflects one of the two beams, and lens
(L5) images the back focal plane of the second objective on
a position sensitive detector (Pacific Silicon Sensor, Westlake
Village, CA). A part of the optical path is also used to image
the beads on a charge coupled device camera. In order to
avoid fluctuations from air currents, the optical path is fully
enclosed. Most mechanical parts are custom designed to re-
duce drift and vibration.

IV. ROTATION OF POLARIZATION IN DOUBLE
OPTICAL TWEEZERS USING A SINGLE LASER
SOURCE

Force measurements in optical tweezers generally use
either laser light going through the trapped particle for inter-
ferometric position detection or white light illumination for
video based detection.'" We use back focal plane interferom-
etry to measure the force.” The method consists in evaluating
the pattern of laser light diffracted by one of the trapped
beads in the back focal plane of the condenser (or second
objective) by imaging the pattern on a four-quadrant photo-
diode or a position sensitive detector.

As the two beams entering the trapping objective are of
perpendicular polarization, if one wants to separately detect
the position of one of the beads in its trap, one has to split by
polarization the beams used to trap. Since a linearly polar-
ized beam suffers from a nonhomogeneous rotation of polar-
ization when going through a microscope objective, the dis-
crimination of the two beams according to polarization
cannot be perfectly achieved. If the polarization of one beam
is checked after the back focal plane of the second objective
with the polarizer, we observe that the transmitted light pat-
tern exhibiting a polarization perpendicular to the incident
beam is cross shaped (Fig. 3), in agreement with the calcu-
lation presented in Fig. 1(b). Consequently, the rotation of
polarization allows for interference between the two beams,
and the crosstalk that occurs is not simply the sum of the
signals coming from the two beams separately. To under-
stand the interference pattern appearing in the back focal
plane of the second objective, we use the model introduced
in Sec. II. For the sake of simplicity, we restrict the theoret-
ical study to the case where no bead is trapped.

A. Model of interference without beads

To describe the interference pattern, we need to know
the amplitudes and phases of the two beams in the detector
plane. For this purpose we now closely consider the micro-
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FIG. 3. Light remaining on the back focal plane of the second objective
when a polarizer is used to reject the maximum of intensity arising from a
single polarized beam after transmission through the microscope.

scope and detection part of the setup (Fig. 4) and, in particu-
lar, the image planes (A1), (A2), (B), (C), and (D).

The back focal plane (C) of the second objective is con-
jugated with the detector plane (D). The back focal planes of
the two objectives (B) and (C) are also conjugated, and fi-
nally lenses (L3) and (L4) conjugate the back focal plane of
the trapping objective, with plane (A1) centered on the mir-
ror mounted on the piezoelectric stage for the first beam
(directed by x' and y’ axes) and with the equally distant
plane (A2) on the other path for the second beam. Planes
(A1) and (A2) are consequently conjugated with plane (D).

When the traps overlap, the beams enter the microscope
with exactly the same angle. The phase shift A¢,) between
the phases of planes (A1) and (A2) (respectively, ¢4y and
@az) is constant on plane (Al), so that Ad)=ddnur
— da2)=ho. This phase shift depends on the relative length
of the optical paths of the two beams and is difficult to avoid
because it corresponds to subwavelength (i.e., submicrome-
ter) displacements of the optical components and is therefore
particularly sensitive to thermal drift. To separate the two
traps, one has to tilt the mirror mounted on the piezoelectric
stage by an angle # around the y’ axis. If the rotation axis is
centered on the optical path and if <1, the corresponding
phase shift takes the simple form

Al piezo stage

X'

FIG. 4. (Color online) Schematic layout of the microscope and detection
part of the setup. Planes (A1), (A2), (B), (C), and (D) are the ones described
in the text.
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FIG. 5. Ray propagation through the two lens system. The two rays have
symmetrical paths, but their rotations of polarization are different as de-
scribed in the text.

4ar
A‘/’(A)(x’, 0) = ¢y + Tax',

where \ is the light wavelength (see the Appendix for the
calculation of this phase shift). Assuming that the magnifica-
tion between planes (A1) and (A2) and the detector plane (D)
is a, the phase shift between the two beams in plane (D) is
given by

4
A¢(D)()C, 0) = ¢0 + N Ox.
o

The amplitude and phase of light going through two real
microscope objectives may be difficult to calculate and re-
quires knowledge of curvature, material, and coating of each
element. The field symmetry should nevertheless be identical
to the simpler case studied in Sec. II. Thus we use the model
of Sec. II to describe the field amplitudes of the two beams
on plane (D) and to evaluate the components that are trans-
mitted by the polarizer.

As the phase shift between the two beams and their re-
spective field amplitudes are given, we can describe the in-
terference pattern occurring on the detector plane. We con-
sider the specific and most useful case in which the polarizer
after the second objective is rotated to reject the maximum of
light coming from the moving trap. The vectors £ =E e/
and &£,=E,e' denote the electric fields in the detector plane
of the light coming from the fixed and mobile traps, respec-
tively. The light intensity I=€yc{|€,+&,|*) (Ref. 12) on the
detector is given by

I(X’y’ 0) = eOC(‘El(-xvyv 9)|2 + |E2(x1y$ 0)‘2
+2E(x,y,0) - Ey(x,y, )cos[Adpy(x,0)]). (1)

The sum of the first two terms of Eq. (1) describes
roughly the amplitude of a Gaussian beam, and we rewrite it
as

€OC(|E|(X,}’, 0)|2 + |E2(-x7y, 0)|2) = A(x,y, 0) .

If the optical components are perfectly centered and the two
Gaussian beams impinge on the center of the back focal
plane of the trapping objective, the symmetry of the system
implies that A(x,y,6)=A(x,-y, ). However, when 6% 0,
the rotation of polarization on the mobile trap is no more
symmetrical regarding the x>0 and x<<0 halves. As shown
in Fig. 5, when the beam is refracted from air to the spherical
interface of (L,), the upper ray is refracted by a wider angle
than the lower one. When the beam is refracted from the
spherical interface of (L;) to air, what used to be the upper
ray of the beam is now refracted by a smaller angle than
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FIG. 6. Calculated interference pattern in the back focal plane of the second
objective (the contrast is artificially enhanced for visualization). The two
interfering beams exhibit perpendicular polarization before entering the mi-
croscope, and a polarizer is used to remove one of the two beams. The
angular difference between the two beams is 1 mrad and NA=0.47.

what used to be the lower one. Because Fresnel coefficients
differ when light is refracted from air to glass and glass to
air, even if the paths of the two rays are symmetrical, the
rotation of polarization that the two rays endure is not iden-
tical after passing through the two lenses. As a result, except
for a few points, A(x,y, ) # A(-x,y, 6).

The last term of Eq. (1) creates interference, and we
rewrite it as

26K (x,y,0) - Es(x,y, O)cos[Adyp) (x, 6)] = B(x,y, 6).

Once more, if the alignment is perfect, the symmetry of the
system implies that B(x,y,0)=-B(x,—y,6). On the other
hand, because the refraction is asymmetrical, as described
above, except for a few special points, B(x,y,6)
# B(-x,y,0).

The illumination calculated assuming perfect alignment
is shown in Fig. 6. The fringes are parallel to the y axis, and
in each quarter, the distance between neighboring maxima
equals aN/26. The contrast of the fringes increases with the
absolute rotation of polarization, and contrast inversion ap-
pears when going from left to right and from top to bottom
due to the relative direction of the electric fields.

To calculate the expected normalized output signal of the
position sensitive detector, we subtract the illumination on
the x>0 half by the one on the x<<0 half and divide this
difference by the total illumination. When we increase the
angle between the two beams, the system symmetries imply
that the fringes have no effect on the detector signal; only the
asymmetric refraction leads to a linear dependence of the
signal on the angular position (for 2.5 mrad, the normalized
difference reaches —5 X 107°).

In practice, the beams can be aligned to a precision of a
few micrometers. To illustrate the consequence of this limi-
tation, we now consider the case where one of the two beams
is slightly translated from its centered position. As a typical
example, if the beam creating the fixed trap is translated by
5 wum along the y axis in the back focal plane of the trapping
objective, the image on the detector plane still looks close to
the perfectly aligned case. The signal coming out of the de-
tector is however very different (Fig. 7). The magnitude of
the parasitic signal is higher, increases with the translation of
the beam (data not shown), and shows a dependence on the
phase shift ¢,. The variation of the signal when the traps
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FIG. 7. Theoretically expected normalized output signal of a position sen-
sitive detector in the presence of the two beams when the mobile beam is
deflected and NA=0.47. The fixed trap is translated by +5 um along the y
axis in the detector plane (D). The phase differences ¢, between the two
beams are 0 (dashed), /3 (dotted), 77/2 (solid), and 7 (dash-dotted).

move apart is closely linked to the appearance of new fringes
on the detector plane. As a result, the parasitic signal takes a
complicated form, depending on misalignments and NAs.

B. Crosstalk in force measurements with beads

In order to evaluate the crosstalk occurring during a
force measurement, we trap two 0.97 um silica beads
(Bangs Laboratories Inc., Fishers, IN) in the two tweezers;
one bead is fixed and the other one is moved apart such as in
a single molecule experiment. The force is measured on the
bead in the fixed trap. Force is calibrated by measuring the
power spectrum of the Brownian motion of a trapped bead
with a spectrum analyzer.13 Exciting separately the mobile or
the fixed trap and selecting the corresponding polarization in
the detection path, we measured the stiffness of each trap of
the double tweezers. The difference between these two stiff-
nesses is below 5%, an uncertainty comparable to the one
caused by common bead to bead variation. A typical experi-
mental interference pattern occurring in the detector plane is
presented in Fig. 8. When the two beads are separated by a
few micrometers in the sample (4 um in Fig. 8), the ob-

FIG. 8. Interference pattern seen in the back focal plane of the second
objective with two silica beads trapped. The two beads each exhibit a diam-
eter of 0.97 wm and are separated by 4 um in the sample plane.
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FIG. 9. Dependence of the parasitic signal on the stiffness and the separa-
tion between the two traps. The force is measured on the fixed trap using
two unlinked beads. The stiffness k; of the fixed trap and the total laser
power in the back focal plane of the trapping objective P are (a)
k=192 pN/pum and P=800 mW, (b) k=339 pN/um and P=1.40 W, and
(c) k;=593 pN/pum and P=2.05 W. The displacement velocity between the
two traps is 1 um/s, and sampling is done at 800 Hz with an antialias filter
of 352 Hz. Individual curves are vertically shifted for clarity [1.5 pN be-
tween subsequent curves in (a), 2 pN in (b), and 4 pN in (c)]. Notice the
change in vertical axis scaling between (a), (b), and (c).

served light pattern exhibits the characteristics described in
Sec. IV A. Force measurements resulting from the evaluation
of the light pattern on a position sensitive detector are done
at different laser powers; we measure a few curves for each
power to illustrate the effect of drift on the signal [Fig.
9(a)-9(c)]. The interference pattern creates a parasitic signal
whose magnitude decreases when the distance between the
beads increases and is approximately proportional to laser
power. Actually, when the back focal plane method is used to
measure force, one easily finds that force is proportional to
the difference of illumination on the two detector halves.
Consequently, the output voltage of the detector is com-
monly proportional to the force regardless of laser power,
while a given interference pattern generates a signal propor-
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FIG. 10. (Color online) Schematic layout of our polarization rectifier. The
electric fields are given for the first passage through the microscope in the
back focal plane of the first objective («) and in the back focal plane of the
second objective (B). For the second passage, they are given in the back
focal plane of the second objective () and the back focal plane of the first
objective ().

tional to the laser power. The pattern of the signal is difficult
to reproduce because it depends on alignments and is subject
to drift.

Setup alignments are an important issue that should be
considered carefully. First, to ensure that the number of
fringes is equal for x>0 and x <0, the phase shift between
the two beams must be adjusted. One way to adjust the phase
is to add a parallel glass slide in the path of one of the beams
before they are combined. A rotation of the glass slide will
add a phase for this beam until the number of fringes is
exactly the same for both detector halves. This rotation also
adds a small translation of the beam, but it is possible to keep
the translation small enough to not increase significantly the
parasitic signal. Second, the image of the center of rotation
of the mirror mounted on the piezoelectric stage has to be
exactly in the center of the detector to assure the symmetry
of the pattern when rotating the mirror. Finally, as it has
already been pointed out in the previous paragraph, the
beams should be centered on the back focal planes of both
objectives, and the back focal plane of the second objective
should be centered on the detector.

V. HOW TO DECREASE CROSSTALK
A. Polarization rectification

As the interference originates from the rotation of polar-
ization in the microscope, an obvious way to reduce
crosstalk is to reduce the rotation. One fully optical method
was first developed by Inoué to increase contrast in polariz-
ing microscopy.” His idea was to compensate rotation by a
combination of a half-wave plate and spherical surfaces such
as glass or air meniscus, which he called “the polarization
rectifier.”

We investigate a new method based on the same idea,
but one that is easier to implement with optical tweezers. It
consists in going through the microscope twice and compen-
sating rotation of polarization by a quarter-wave plate. A
schematic layout is given in Fig. 10.
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Let us consider a linearly polarized Gaussian beam en-
tering the system («). When it passes the two objectives for
the first time, the electric field endures a first transformation
due to the rotation of polarization (3). The beam is reflected
in the upper part of the rectifier and passes twice through the
quarter-wave plate. This adds twice the opposite initial rota-
tion (7). Finally, when the beam goes through the micro-
scope for the second time, it again endures the initial trans-
formation (8). As the electric field is rotated twice by the
same angle and once by the double opposite angle, the elec-
tric field going out of the polarization rectifier is theoretically
perfectly linearly polarized. It remains to detect the bead
position by back focal plane interferometry, requiring to im-
age the light pattern of the back focal plane of the second
objective (B) with a corrected polarization. The combination
of lenses (L8) and (L9) and the mirror (M) enables us to
image plane (C) on itself, and as planes (C) and (D) are
conjugated, the light pattern used for detection () is finally
seen on plane (D). As the polarization is corrected with the
rectifier, the light pattern on plane (D) is appropriate for back
focal plane interferometry.

However, some critical points have to be mentioned.
First, by going back in the microscope, the beams create
replicated tweezers that should not perturb the trapping ones.
In our configuration it is possible to align the beams going
first in the microscope on the optical axis, and then to tilt as
less as possible the mirror (M) so that replicated tweezers are
far enough to not disturb the trapping tweezers. Second,
when the beams are entering the microscope for the first
time, a significant part of the light is reflected on surfaces,
especially by the glass water interfaces. This generates re-
flected beams that may be difficult to separate from the ones
we want to detect. Third, as the beams are trapping beads
only when they first go through the microscope, but not
when they go back, paths are different in the two directions.
Finally, because Fresnel coefficients are different when light
is refracted from glass to air and air to glass interfaces, the
rotation of polarization is different when a beam passes
through an objective with opposite directions on the same
path. As a result, the rotation of polarization may be the same
when going through the microscope with opposite directions
only if the trapping objective and the condenser are identical.
As this is not the case in our experiments, the transformation
may not be perfectly achieved.

Using the trapping objective described above and a high
NA oil immersed objective as a collimation objective (100
X /1.3 oil, EC Plan-NeoFluar, Carl Zeiss, Thornwood, NY),
this method permits us to decrease crosstalk by a factor of 4.
The power ratio of the two perpendicularly polarized beams
measured with the Glan-laser polarizer is 4 X 1073 without
the rectifier and 1X 1073 when it is used at N.A.=1.3. The
method appears to be better suited when high NA is used. An
improvement of less than 2 is found at NA lower than 0.9.

B. Frequency shift of one beam

The second method to reduce the crosstalk coming from
interference is to shift the frequency of one of the two beams.
In our apparatus, the beam of the mobile trap goes through
an acousto-optic frequency shifter (AA Optoelectronic, Or-
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FIG. 11. Force measurements with two 0.97 um silica beads trapped with
the frequency shifter on (bottom: k=213 pN/um and P=910 mW) and off
(top: k;=192 pN/um and P=800 mW). The displacement velocity between
the two beads is 1 um/s, and sampling is done at 800 Hz with an antialias
filter of 352 Hz. The signal measured without the frequency shifter on is
shifted vertically for better visualization.

say, France) before being deflected by the piezoelectric tilt
stage. In this way, as one retrieves the first order of the
acousto-optic device, the beam coming from the mobile trap
is shifted by the acoustic frequency f, of the shifter, in our
case 80 MHz.

The intensity on the detector plane is now

1(x,y,0) = eyc(|E,(x,y, 0)]> + |Ey(x, v, 0)?
+ 2El(x’ys 0) . EZ(xsys 0)
Xcos[2mfot + Ay (x, 0)]).

As the electronics of the position sensitive detector has a
bandwidth of about 100 kHz, it acts as a low pass filter for
higher frequencies; the signal coming from the rapidly mov-
ing fringes is therefore rejected, and crosstalk coming from
the interference pattern is no more measurable. Figure 11
provides an example of force measurements done with and
without the frequency shifter. The signal measured with the
frequency shifter shows no dependence on the bead separa-
tion, except for the first 600 nm where the proximity of the
beads affects detection.

While frequency shifting indeed enables us to average
out interference effects, one should remember that the rota-
tion of polarization still occurs and two beams are seen on
the detector plane. We did the following experiment to esti-
mate the influence of the mobile trap on the detection of
force in the fixed trap. The conversion coefficient, which
relates force to the output voltage of the detector, was deter-
mined by measuring the power spectrum of the Brownian
motion of one 0.97 um silica bead in its trap. This measure-
ment was done separately for the two traps (the other trap
was switched off during the measurement). The laser light
from the mobile trap was reflected with the polarizer.
From these measurements we estimated that the conversion
coefficient for the fixed trap was 0.26 V/pN and 5.4
%1073 V/pN for the mobile trap, meaning that about 2% of
the force applied on the bead in the moving trap is detected
on the fixed trap. This effect should be considered when an
accurate measurement of the absolute value of the force
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ray 1 ray 2

FIG. 12. Geometrical parameters describing the deflection of the mobile
trap by the piezoelectric mirror mount.

measurement is needed. In contrast to the interference effect,
this direct crosstalk does not depend on laser power.

VI. CONCLUSIONS

The rotation of polarization in double optical tweezers
creates parasitic signals that should be taken care of, espe-
cially for applications that require high trap stiffness or high
laser power. Indeed, whereas the output voltage of the detec-
tor is commonly proportional to the force regardless of laser
power, a given interference pattern generates a signal propor-
tional to the laser power. Consequently, an important feature
of this phenomena is that it is usually seen when laser power
is high (i.e., 0.5 W or higher). For a low power trapping
laser, parasitic signal still exists but may be hidden by noise.

The rectification of polarization enables us to decrease
the crosstalk between the two traps, but not to annihilate it.
We found that an even simpler and most effective method is
to shift the frequency of one of the two beams. Even if
crosstalk between the two traps is still occurring, it is small
enough for most applications.
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APPENDIX: GEOMETRICAL DEFINITIONS AND PHASE
SHIFT CALCULATION

We give here a definition of the geometrical parameters
used in Sec. IV (Fig. 12) and calculate the phase shift Ay
As explained before, when the two beams have the same
direction (i.e., #=0), the phases on planes (A1) and (A2) are
constant, so that the phase shift between the two beams is
also constant and equals ¢ [the planes (A1) and (A2) are
indicated in Fig. 4]. Let us now consider the case where the
mobile beam is deflected by the piezoelectric stage. As de-
fined earlier, plane (A1) is directed by the x” and y’ axes, and
we suppose that #<< 1. Because the beam is parallel, its phase
is constant on any plane perpendicular to its direction of
propagation, and in particular its phase is constant on seg-
ment [OH]. As O is on the rotation axis of the mirror, the
phase of ray 1 reflecting on O is constant on plane (A1) with
the deflection of the beam. In comparison to ray 1, ray 2
passing on point J, of abscissa x’, has the additional path
[HI]=26x" before hitting plane (Al), so that its phase is
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dan(x’, 0)=da(0,0+(27/N)26x". Finally, as the phase

on plane (A2) is still constant, the phase shift between planes
(A1) and (A2) is
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4.2 Influence de la température

Les lasers utilisés pour les piéges optiques sont généralement choisis pour limiter 1’échauffe-
ment de I’échantillon étudié et de son environnement. Les lasers émettant dans l'infrarouge
proche permettent un bon compromis car les longueurs d’onde du visible sont plus absorbées
par les protéines en général et les infrarouges plus lointains sont plus absorbés par I’eau [5].
Néanmoins les puissances utilisées sont telles que les effets d’échauffement sont inévitables.

La premiére influence de 1’échauffement a été étudiée dans la littérature au niveau de
la bille piégée et de son environnement immeédiat. Il est en effet nécessaire de connaitre
la température au voisinage de la bille car la calibration de la force dépend de I’énergie
thermique et de la viscosité. Ces phénomeénes ont été modélisés et donnent des résultats
quantitativement comparables aux expériences [15].

Je me suis intéressé a ’échauffement des objectifs par le laser de piégeage. Le phéno-
meéne parait plus évident, mais il n’a pas été décrit dans la littérature & ma connaissance et
il est extrémement important pour nos expériences. Sans chercher a décrire entiérement le
phénoméne, j’ai souhaité obtenir une description simple de ces effets pour savoir en pratique
comment limiter leur impact.

Le mesure de température est faite au plus proche de I’échantillon avec un thermocouple
en contact avec le haut de 'objectif de piégeage (fig. 4.2). A I'instant initial, les deux objectifs
sont traversés par le laser. Aprés un peu plus de deux heures on coupe le laser et on laisse le
systéme se relaxer. La puissance de sortie du laser est ici de 2 W.

FIGURE 4.2 — Principe de mesure de la température du haut de I'objectif de piégeage par contact avec un

thermocouple.

La mesure de température donne les résultats de la figure 4.3. La croissance et la décrois-
sance de température suivent des lois exponentielles simples. Lors de I’échauffement

T(t) - Tma.x — AT exp(_t/Téchauﬂement)
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OU Techauffernent = 21.3 minutes et T, = 29.7° C , et lors de la relaxation

T(t) = Tmin + AT exp(_t/Trelaxation)

Ol Trelaxation = 18.5 minutes et T,,;, = 23.1° C. Dans les deux cas, AT = 6.6 " C.

Température (°C)

4‘_',
23

I I I I
0 50 100 150 200

Temps (min)

FIGURE 4.3 — Mesure de température du haut de 'objectif de piégeage. Le laser commence & traverser
I’objectif au début de la mesure. L’objectif répond quasiment comme un systéme du premier ordre et une loi
exponentielle classique permet d’ajuster les données (courbe en pointillés rouges). Au bout de deux heures le
laser est coupé et la température décroit. Ici encore le comportement suivi est celui d’un systéme du premier

ordre (courbe en pointillés bleus).

Les temps mis en jeu sont importants, et les objectifs sont thermalisés de fagon quasi-
ment homogéne en régime permanent. Ainsi, étant donnée la valeur de AT et du coefficient
de dilatation pour un acier inox, les objectifs se rapprochent d’environ de 10 ym entre 1’état
ou ils sont a température ambiante et celui ou ils sont échauffés depuis plusieurs heures. On
peut également faire cette estimation directement en observant la dérive en position du plan
imagé sous le microscope.

On peut tirer de ces résultats les conclusions suivantes :
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e Les variations de température induisent des dérives mécaniques pou-
vant rapprocher les objectifs d'une dizaine de micromeétres.

e Avant d’effectuer une mesure, le laser doit traverser les deux objectifs
pendant environ une heure. Entre chaque mesure il faut éviter de
couper le faisceau plus de 5 minutes.

e En régime permanent, la température réelle dans I’échantillon est au
moins supérieure de 6 ° C a la température ambiante.

On peut observer l'influence de ces dérives sur la mesure de force sur la figure 4.4. En
attendant suffisamment longtemps que les objectifs soient thermalisés, la dérive diminue et
se limite alors a quelques dixiémes de piconewtons sur plusieurs minutes.

a25

b T T T T T T T

15
20

-
o

-

o

Force (pN)

Force (pN)

o

2.2 24 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 22 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 34
Déplacement (um) Déplacement (um)

FIGURE 4.4 — a, Deux étirements et relachements successifs de la construction d’ARN décrite dans le cha-
pitre 6. En ’absence de thermalisation, les courbes subissent les effets des dérives thermiques. b, Superposi-

tion de cinq étirements et relachements successifs de la méme construction d’ARN une fois la thermalisation
établie.

4.3 Effet de la géométrie du systéme sur la mesure de
force

J’ai choisi de travailler avec deux billes de taille différentes pour des raisons pratiques énoncées
dans le chapitre 3. Guidé par les résultats donnés également dans le chapitre précédent,
j’ai choisi d’utiliser une bille de 1.87 um dans le piége fixe et une bille de 0.97 um dans le
piege mobile. Malheureusement, la différence de taille a une conséquence lorsque les billes
sont proches. Comme nous avons choisi un objectif de grande ouverture numérique pour
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le piégeage, les faisceaux ont un cone de lumiére d’angle important, et une bille peut étre
traversée par le faisceau de l'autre bille (Fig. 4.5)

FIGURE 4.5 — Lorsque les billes sont proches, la plus grosse des deux billes est traversée par le faisceau

piégeant la plus petite bille.

Dans notre cas la bille de 1.87 um est attirée dans la pince voisine. En effectuant une
mesure de force en absence de molécule entre les deux billes, on obtient la courbe de la
figure 4.6. Ce phénoméne n’est pas extrémement génant car il intervient a I’endroit ou les
molécules sont détendues, et les données s’ajustent treés bien a une simple exponentielle
décroissante. Il est donc facile de corriger ce phénoméne.
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Force (pN)

| | | | | | |
0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Déplacement (um)

FIGURE 4.6 — Mesure de force en absence de molécule (noir) ajustée par une exponentielle décroissante
(rouge). La bille de 1.87 um est d’autant plus attirée que les faisceaux sont proches.



Conclusion de la premiére partie

Une fois que les éléments du montage sont soigneusement choisis et que les différents points
sensibles du montage sont identifiés, il devient possible de faire une mesure précise. Le choix
de la cale piézoélectrique permettant de défléchir le faisceau du piége mobile s’est avéré
particuliérement important dans notre cas. Elle assure un déplacement tres précis des billes
lors des mesures de force. Le probléme d’interférence entre les faisceaux des deux piéges a la
détection était absent de la littérature et sa solution nous a permis d’augmenter énormément
la précision des mesures de force. Les différents réglages permettent d’optimiser les mesures,
et j’espére qu’ils seront utiles a d’autres expérimentateurs.

L’expérience fonctionne correctement, mais il peut étre intéressant de la faire évoluer. La
température est un parameétre pertinent dans I’étude de molécules provenant d’organismes
adaptés a des conditions extrémes, comme les bactéries vivants a basse température. Il pour-
rait ainsi étre utile de faire varier la température de I’échantillon pour étudier le comportement
de ce type de molécule. On peut également ajouter a I'information de force une information
de fluorescence. Cette combinaison est certainement I’une des voies les plus prometteuses en
molécule unique, méme si 'interaction des fluorophores avec les faisceaux des piéges optiques
reste encore un probléme, notamment & cause du bleaching.

49
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Deuxiéme partie

Etudes biologiques

ol






Chapitre 5

Mise en place d’une expérience

5.1 Obtention de duplexes billes - ADN ou ARN

L’un des intéréts majeurs des études en molécules uniques par rapport aux études en solution
est la possibilité d’avoir accés a la distribution de la propriété que I'on souhaite étudier plu-
tot qu’a sa seule valeur moyenne. Néanmoins pour évaluer cette distribution il faut obtenir
une statistique suffisante et donc étudier isolément un nombre suffisant de molécules. Créer
aisément des duplexes bille-molécules est ainsi essentiel pour obtenir un nombre suffisant de
mesures dans un temps limité. Les techniques utilisées dans la littérature varient d’un type
de montage a l'autre, mais il existe aujourd’hui trois principaux modes d’attachement entre
billes et molécules lorsque la géométrie a deux billes est utilisée.

Le premier mode, pour l'instant inaccessible pour notre expérience, utilise les avantages
de la microfluidique. Il a été développé par le groupe de Bustamante [32] et existe aujour-
d’hui sous différents types de géométrie. On dispose d'un canal microfluidique dans lequel on
introduit successivement différentes solutions (fig. 5.1a) :

e une premiére solution contient les billes dont on piége deux exemplaires,
e une deuxiéme solution évacue les autres billes,

e une derniére solution contenant les molécules biologiques est injectée en flux constant.
Une molécule se fixe sur la bille en amont du flux, s’étire en projetant son extrémité sur
la deuxiéme bille et établit la jonction entre les deux billes; la mesure de force permet
de vérifier 'attachement.

Cette méthode permet d’utiliser un seul type de modification sur la molécule a étudier et
donc également un seul type de bille.

Le deuxiéme mode de fixation a été présenté par Fuller et al. dans la référence [33| et
consiste également a construire activement les duplexes (fig. 5.1b). On dispose de deux types
de billes modifiées streptavidine ou antidigoxygénine par exemple, et de molécules modifiées
biotine et digoxygénine. On incube les billes digoxygénines avec les molécules une heure pour
lier la premiére extrémité des molécules, puis on dilue pour limiter la réaction. On mélange

93
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aO O b
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Piégeage des deux billes
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Solution lavée des autres billes diffusion de la molecule vers la seconde bille
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Formation des duplexes par flux de molécule
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FIGURE 5.1 — Deux méthodes existantes pour créer des duplexes bille-molécules. Les méthodes résumées
dans les encarts (a) et (b) sont respectivement décrites dans les références [32] et [33]

la premiére solution au deuxiéme type de bille et on place le tout sous microscope. On piége
deux billes de type différent, puis on approche leur surface d’une cinquantaine de nanomeétres.
On attend la fixation de la deuxiéme extrémité de la molécule sur la bille streptavidine. Une
fois de plus c¢’est par la mesure de force qu’on vérifie la fixation.

Cette méthode semble simple et rapide, mais j’ai eu beaucoup de difficultés a reproduire
les résultats présentés dans l'article original pour des molécules et des tampons similaires.
Il a été possible de former quelques duplexes avec de ’ARN par exemple, mais aucun avec
de ’ADN. Les résultats présentés dans ’article original ne sont peut-étre pas vérifiés avec
tout type de bille et nous ne pouvons malheureusement pas généraliser cette méthode a notre
expérience pour l'instant.

J’ai choisi le troisiéme mode de fixation qui est une incubation : on forme les duplexes en
meélangeant ’ensemble des constituants. Pour optimiser cette méthode, j’ai d’abord cherché
a comprendre comment se déroule la formation d’un duplexe en solution. J’ai ainsi supposé
que la réaction est réalisée en deux temps.

(1) Les molécules fixent rapidement I'une de leur extrémité a une bille car leur diffusion
est rapide. Les nombreux kits commerciaux de billes magnétiques streptavidine estiment par
exemple qu’aprés une trentaine de minute une grande majorité d’ADN de plusieurs kilobases
marqués par de la biotine sont fixés aux billes.

(2 Vient ensuite la fixation de l'autre extrémité de la molécule & la deuxiéme bille du
duplexe. Une bille avec une molécule doit rencontrer une autre bille. Si on laisse la diffusion
faire son effet, il faut soit attendre longtemps (en laissant 'incubation se faire sur une nuit
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par exemple, mais cela augmente la possibilité d’avoir des interactions non spécifiques) soit
augmenter de facon importante la quantité de bille et gaspiller a la fois billes et molécules a
chaque expérience. On peut heureusement utiliser la gravité. Juste apres avoir mélangé les
différents constituants du duplexe on centrifuge la préparation quelques minutes a plusieurs
dizaines de g. Les billes peuvent étre trés peu nombreuses, mais elles sont concentrées au
fond du tube ou elles se rencontrent facilement. On obtient un bon rendement avec un temps
d’incubation limité & une heure. En pratique, une fois la préparation mise sous microscope,
une a deux minutes sont nécessaires pour trouver deux billes liées par une molécule. Ce temps
est trés compétitif par rapport aux méthodes précédentes sans nécessiter une instrumentation
complexe.

En pratique, le protocole est le suivant (fig. 5.2) :

e Mélange homogéne de 0.5 pL de solution de chaque type de bille avec 0.5 uL de la
construction moléculaire qu’on souhaite étirer dans un tube de 100 uL.

e Centrifugation 6 minutes a 30g

e Incubation pendant une heure a température ambiante.

@ 30g
O

M

FIGURE 5.2 — L’étape de centrifugation permet de concentrer fortement les billes et minimise le temps de
formation bille-molécule dans notre cas.

La concentration de billes doit étre optimisée pour n’avoir qu’'une a deux billes par écran
lors d’une mesure, soit une a deux billes sur un carré de 50 pm de coté. En diluant 50 a
400 fois les billes préparées comme dans 'annexe A, on obtient de bons résultats. Dans ces
conditions, la solution de molécules & utiliser a une concentration d’environ 5 ng/uL.

Les conditions de salinité et de pH sont trés importantes. Le pH est généralement pris
proche de 7.4. Il faut éviter un pH acide qui conduit & des interactions non spécifiques fortes
entre billes. Méme si cela ne semble pas évident, I’expérience montre que la concentration de
sel doit étre la plus faible possible, une fois de plus pour éviter les interactions non spécifiques.
L’utilisation du tampon PB1X donne de bons résultats.

5.2 Préparation d’un échantillon

La mesure de force nécessite 1'utilisation de faibles volumes de liquide sans évaporation, d’un
échantillon stable mécaniquement et adapté chimiquement. Pour répondre a ces critéres, j’ai
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choisi d’utiliser une simple cellule fermée. Celle-ci est formée de deux lamelles de microscope
séparées par deux rectangles de Parafilm (fig. 5.3).

Le verre doit étre trés propre, car la moindre poussiére peut anéantir une mesure. Les
lamelles sont généralement accompagnées d’un peu de poussiére dans leur boite d’origine
pour leur éviter de coller entre elles. Un bain dans une solution de Hellmanexr a 0.5% sur
une nuit a température ambiante permet un bon nettoyage, et un simple rincage a ’eau puis
séchage sous air comprimé est suffisant.

Les rectangles de Parafilm sont collés au verre en chauffant les films en sandwich entre les
lamelles avec un pyrograveur ou un fer a souder. A la place de ces films on pourrait utiliser
des rubans adhésifs double-faces, mais ils sont généralement trop épais, car la distance entre
les objectifs est limitée, et leur colle est souvent faite pour se dissoudre dans ’eau, ce qui
pose des problémes d’étanchéité évidents.

Apreés avoir injecté la solution contenant les duplexes dans le canal formé par les lamelles
et les films, on finit par sceller I’ensemble avec un mélange parafine-lanoline-vaseline (un tiers
de chaque en volume) chauffé & 280°C sur une plaque chauffante. L’ensemble doit étre bien
liquide afin d’en obtenir une épaisseur faible.

5.3 Comment étre str de n’étirer qu’une seule molécule
a la fois ?

Voici une question légitime a la laquelle j’ai eu a répondre & chacune de mes présentations :
"étes vous sir de n’étirer qu'une seule molécule a la fois lors de vos expériences ?" Ce point est
primordial, mais il est en réalité trés simple a résoudre. Nous pouvons utiliser deux méthodes
pour étre stir de n’étirer qu’'une seule molécule.

Des multiples molécules a la molécule unique Dans le mode de préparation des du-
plexes, le lien entre les billes est réguliérement assuré par plusieurs molécules, et nous sou-
haitons faire ’expérience sur une seule molécule a la fois. Ce probléme en apparence génant,
peut en fait étre exploité et s’avérer d’une grande utilité. Avoir de multiples molécules entre
les billes signifie que l'attachement se fait bien et qu’on perd peu de temps a trouver des
duplexes a étirer. Si on cherche & tout prix a n’avoir qu’une seule molécule entre deux billes
par incubation, il faut ajuster trés finement les concentrations des différents constituants,
pour n’obtenir a la fin que quelques duplexes en solution. L’ajustement des constituants est
sensible aux aléas de I’expérience et la recherche de duplexe est trés lente.

Mais comment passer d’un lien & plusieurs molécules & une seule molécule ? Heureusement,
I’attachement des molécules aux billes est assez fragile. La liaison digoxygénine - antidigoxy-
génine en particulier a été étudiée [33], et on sait qu’elle ne tient pas plus de quelques secondes
au dela d’'une quarantaine de piconewtons. On peut casser successivement toutes les molé-
cules pour n’en garder qu'une. La derniére molécule est déclarée unique, car une fois cassée,
plus rien ne retient les billes entre elles (Fig. 5.4).

Utilisation des modéles d’élasticité Sil’¢lasticité de la molécule étudiée est bien connue,
on peut utiliser un modéle pour ajuster sa réponse a un étirement. Cette méthode ne laisse
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FIGURE 5.3 — Fabrication d’un échantillon. a, Collage des films par chauffage avec un pyrograveur ou un

fer a souder. b, Injection de la préparation. ¢, L’échantillon est scellé par le mélange cireux refroidi.

pas de place au doute, car la présence de plusieurs molécules multiplie d’autant la raideur
du lien entre les billes. On peut ainsi utiliser les solutions du modéle du ver |34, 35| pour
décrire 1'élasticité de ’ADN double brin ou des hybrides ADN/ARN. La solution d’Odijk
par exemple est utilisée pour ajuster I’élasticité de ’ADN double brin de 10 kb présenté sur
la figure 5.5. Elle donne la longueur moyenne de le molécule < x > en fonction de la force

appliquée F':
1 [kgT F
=Ly|1—= —
<T> 0 ( 5 Flp + K)

ou Ly est la longueur cristallographique de ’ADN (Lo = 3.3 um), kp la constante de Boltz-
mann, 7" la température, [, la longueur de persistance (l, = 43 & 2nm) et K la raideur de
I’ADN (K = 1000 4 100 pN). Comme nous représentons le déplacement des piéges, il faut
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FIGURE 5.4 — Observation expérimentale de l’attachement multiple entre deux billes. Au début de I’expé-
rience, la bille est liée par deux molécules. L’une d’elle casse & haute force avant que la deuxiéme ne céde a

son tour. Les billes sont alors désolidarisées.

augmenter cette longueur du déplacement des billes dans leurs piéges.
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Force (pN)

0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5
Displacement (um)

FIGURE 5.5 — Mesure de force sur un brin d’ADN unique (noir) et I'ajustement théorique (rouge pointillé).
L’ajustement théorique utilisé ici est la solution du modéle du ver proposée par Odijk [34]. Il nous permet

de vérifier que les billes utilisées dans cette expérience sont bien attachées par une seule molécule.
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CHAPITRE 5. MISE EN PLACE D’'UNE EXPERIENCE



Chapitre 6

Interaction entre ’ARN ribosomique
23 S et la protéine L20

Nous avions commencé I’étude de certaines parties de I’ARN ribosomique 23S sur un montage
de ’ENS lors de mon stage de Master. L’expérience n’était pas optimisée pour les mesures
de force, mais elle nous avait permis d’obtenir quelques résultats préliminaires. Ce travail
a été publié et on peut le lire dans ’annexe D. Les caractéristiques du montage ne nous
permettaient pas alors de sonder trés précisément ’ARN ni son interaction avec la protéine
L20. Le double piége présenté dans la partie I ainsi que les nombreuses optimisations nous
ont permis de pousser bien plus loin cette étude. Elle fait 'objet de ce chapitre.

Ce travail a été fait en collaboration avec les équipes de Mathias Springer et de Marc
Dreyfus (IBPC - Paris). Thierry Bizebard s’est particuliérement investi dans les constructions
moléculaires présentées ci-apres.

6.1 Le ribosome, L20 et ses interactions

Le ribosome est 1’élément central de la synthése protéique chez les eucaryotes et les proca-
ryotes. Il lit les ARN messagers, décode 'information génétique et synthétise les protéines. Il
apparait comme une machine complexe constituée de plusieurs ARN et d’une cinquantaine
de protéines, regroupés en une grande et une petite sous unité (Fig. 6.1a).

La structure du ribosome est connue a 1’échelle atomique chez certains organismes [37, 38,
36), mais l'assemblage de ’ensemble des éléments est encore un probléme largement ouvert.
Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a la protéine L20 intervenant dans la formation
de la grande sous-unité du ribosome. Des études menées in vitro ont montré que cette pro-
téine ribosomique est nécessaire dans les premiéres étapes de ’assemblage du ribosome, mais
qu’elle peut étre soustraite de la construction mature sans effet sur son activité protéosynthé-
tique [39]. Les structures cristallographiques du ribosome et des techniques d’empreinte ont
permis de déterminer les zones d’interaction de la protéine L20 avec ’ARN 23S du ribosome
chez différents procaryotes. La moitié C-terminale de L20 interagit spécifiquement avec la
jonction des hélices 40 et 41 de ’ARN 23S (Fig. 6.1b et 6.2), alors que sa partie N-terminale
plonge dans le ribosome en interagissant avec de nombreuses parties de ce méme ARN.

Nous avons choisi d’étudier 'interaction de la partie C-terminale de L20 avec la jonction

61
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FIGURE 6.1 — a, Structure tridimensionnelle du ribosome de Escherichia coli obtenue par diffraction aux
rayons X [36]. La petite sous-unité est en vert et la grande sous unité en bleu. b, La portion d’ARN de notre

étude (bleu) et la protéine L20 (rouge)

des hélices 40 et 41 de 'ARN 23S par mesure de force. Nous avons commencé par isoler
la jonction dans une région de ’ARN 23S comprenant les nucléotides 991 a 1163. Cette
région se présente comme une tige boucle irréguliére dont le bas comprend la jonction en
question (Fig. 6.2). Les techniques d’empreinte et les données cristallographiques permettent
de montrer que la protéine n’interagit qu’avec le squelette phosphaté de quelques bases de
I'ARN [40] (Fig. 6.2a et bases grisées de la figure 6.2b).

Nous avons inséré cette région de ’ARN 23S dans une construction moléculaire [41]. Cette
construction nous permet d’étirer TARN par ses extrémités a l'aide de deux bras obtenus
par I'hybridation d’un simple brin d’ADN et d’ARN (Fig. 6.3). Comme nous allons le voir, il
est trés intéressant d’effectuer des mesures de force sur ce type d’objet, car elles permettent
d’accéder a des caractéristiques inaccessibles autrement.

La suite de ce chapitre propose une étude par mesure de force de I'interaction entre la
protéine ribosomique L20 et son ARN cible dans le ribosome. Ce travail était sur le point
d’étre soumis a ’heure de ’écriture de cette thése, et pour cette raison il a le format d’un
article.
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FIGURE 6.2 — a, Structure tridimensionnelle de PARN étudié (orange) et de la moitié C-terminale de la pro-
téine L20 (rouge) dans le ribosome de Escherichia coli (obtenue par diffraction aux rayons X [36]). La protéine
interagit avec les deux brins d’une méme hélice. b, Structure secondaire de PARN étudié. Les lignes joignant
des parties distantes de ’ARN représentent des interactions tertiaires. Les zones grisées correspondent a des

ribonucléotides interagissant avec L20.

digoxygénine ARN /ADN biotine

FIGURE 6.3 — Schéma de la construction moléculaire permettant d’isoler et d’étirer le fragment d’ARN
ribosomique. Les bras sont des hybrides d’ADN et d’ARN modifiés a leurs extrémités par une biotine et une
digoxygénine. Les modifications sont réalisées sur le brin d’ADN. Ce schéma n’est pas a ’échelle : les bras

sont composés de 2.5 kilo bases environ alors que ’ARN isolé ne comprend que 173 bases.
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6.2 Mechanical stabilisation of an essential subdomain of
the ribosome

Abstract Whereas considerable information is available on ribosome structure and func-
tion, far less is known on how the ribosome is assembled [37, 38, 36, 42|. The present work
focuses on a region of the large subunit that binds a number of proteins including L20, an
early assembly protein that is essential for the binding of several other r-proteins but is sub-
sequently dispensable [39]. On the secondary structure of 23S rRNA this region (nt 991-1163)
appears as a long irregular stem, with L20 bound to the bottom. However, the effect of this
binding on the structure of the target RNA is not known like for many ribosomal proteins.
By unwinding this region with an external force, we localize the L20 binding site within less
than two base pairs and we show that L20 stabilizes the bottom of the stem. Thus L20 acts
as a clamp stabilizing the stem for later assembly steps. Our approach, which is the first
study of this kind on RNA-protein interaction, should be applicable to other RNA-protein
complexes.

The ribosome is a large ribonucleoproteic complex acting as the cornerstone in protein
synthesis [43|. In Escherichia coli, the ribosome biogenesis is a complex process during which
three RNAs and fifty-two proteins assemble in an orderly fashion. Five proteins are essential
during the early steps of the ribosomal assembly in vitro [42], and among them the ribosomal
protein L20 seems to be a pure assembly protein since it can be withdrawn from the ma-
ture subunit without affecting ribosome activity in vitro. Footprinting techniques and X-ray
structures demonstrated that L20 specifically interacts with the junction between helix 40
and 41 of 23S rRNA |37, 38, 36, 40| and the corresponding affinity has been evaluated [44].
However, very little is known about its precise role in the assembly and, more particularly,
about its effect on its target RNA.

To probe the effect of the r-protein L20 on its 23S rRNA target, we have used a single
molecule force measurement method |5, 26, 45, 46]. A construct consisting of the region of
interest (nucleotides 991-1163 from 23S rRNA) flanked by two RNA/DNA handles of about
2.5 kb each has been prepared [41]. The extremities of the handles have been chemically
modified, so that we can attach them on two different surface-modified beads. After trapping
these two beads with a double optical tweezer [31], we pull on a single construct by displacing
one trap and measure force (Fig. 6.4a).

First, we pulled on the rRNA in solution in the absence of protein. During a typical
stretching measurement performed at a slow constant speed (50 nm.s™!), the construction
shows an elastic behaviour except for a force drop, occurring in several sub-steps around 10
pN, and corresponding to the progressive unwinding of the RNA (Fig. 6.4a,b). When the
molecule is allowed to refold and then stretched again, one can see that these sub-steps are
reproducible (Fig. 6.4b), indicating reversible folding. Assuming that the opening of the RNA
structure is sequential, we deduced for each sub-step the number of unfolded bases from the
measured length increase at constant force (Fig. 6.4c; see Supplementary Information for
details). In addition to the completely folded and unfolded states, three intermediate states
appear for 36.5+5.3 (67 events), 100.0 £8.3 (66 events) and 149.6 +3.7 (39 events) unfolded
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FIGURE 6.4 — Force measurement on the 991-1163 rRNA fragment with and without the protein L20C. a,
Stretching measurement on the rRNA fragment alone (red dots) and with L20C in solution (blue triangles),
achieved at 50nm.s~!. The curves display force drops corresponding to the unfolding of the RNA structure.
(Inset) Principle of the force measurement assay. b, Three successive stretching measurements on the same
RNA molecule show reproducible intermediate states. ¢, Distribution of the maximum force reached in a
given state, except for the fully unfolded state (173 bases) where the minimum force is given. This graph
represents 87 individual measurements. Red points : without L20; blue points : L20. d, Same as b, except
that L20 was present.

bases. The standard deviations of these values differ significantly from state to state and are
larger than the uncertainty of a single measurement, which is of about three bases. This result
suggests that each intermediate state is not defined for a specific base pair, but rather in a
given region of rRNA. The size of each region should depend on its local energy potential.
Next, force measurements were done in the presence of L.20. Since the full-length protein
is difficult to handle, and the C-terminal domain alone (L20C) is able to bind the 991-1163
region of the 23S rRNA [44, 40|, only the latter was used here. The protein is added in excess
so that at equilibrium almost all RNAs are bound to L20C [44]. Under these conditions, the
force drop occurs at higher force than in the absence of the protein : it is now necessary to
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FIGURE 6.5 — Positions of the intermediate states on the rRNA structure. Black lines indicate a tertiary
interaction. The mean position of an intermediate state is given with a bar and the coloured regions represent
the standard deviations around this mean value. a, Intermediate states when the RNA is alone (red). b,
Intermediate state when the experiment is done with L20 (blue). The ribonucleotides in grey are the ones
close to L20.

exceed 13 pN to unfold the rRNA (Fig. 6.4a,c-d). Moreover, unfolding happens with only one
major sub-step, different from the ones seen without protein. This intermediate state appears
for 18.2+3.2 unfolded bases (n = 32) (Figs. 6.4c and 6.5b). Additional intermediate states are
occasionally present, but the force needed to start unfolding in the second step is so high, that
this step usually consists in the unfolding of the all remaining structure. A first consequence
is that the protein L20C mechanically stabilizes the part of rRNA we are studying. Thus in
presence of L20C, higher force is needed to unfold the structure. When comparing the region
of rRNA known to interact with L20 [37, 38, 36] and the intermediate state deduced from our
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unfolding experiment, we find that we are able to localize the beginning of the recognition
site within less than two base pairs. After complete unfolding, the molecule was allowed to
refold by approaching the two traps at 50 nm.s™!. Interestingly, refolding occurs at low force,
and no difference was noted whether the protein is present or not (data not shown).

To better understand the role of L20 during the ribosome assembly, it is useful to quantify
directly "how much" L20 stabilizes the region of rRNA it binds. To address this question, we
have used force measurements to estimate the free energy necessary to unfold the L20 binding
region in the absence of the protein. This region corresponds to the first step observed in the
initial experiment (37 unfolded bases). Some out of equilibrium estimation techniques have
been introduced recently [47, 48], but in the present case the situation is simpler because
the system is close to equilibrium, as shown by the fact that it can flip thermally between
successive sub-steps|49, 13, 50| (Supplementary Fig. 6.8). Under these conditions, the free
energy of a RNA region equals the difference of elastic energy of the handles and of the beads
in their traps before and after unfolding this region. This difference can be estimated from
our measurements (see Supplementary Information for method), and it is in good agreement
with the energy estimated from its secondary structure of the region (See Supplementary
Information for discussion) : we find a free energy of —11.8 & 2.5 kcal/mol with our method
whereas the prediction gives —9.6 £ 0.7 kcal/mol. Then, we apply the method on measure-
ments done with L20C. The free energy of the region preceding the protein binding site,
consisting of the first 18 bases, is also estimated close to equilibrium because of thermal flip-
ping (Supplementary Fig. 6.9). We find a free energy of —11.4 & 2.4 kcal /mol, which agrees
with the free energy estimated from the secondary structure of 11.0+0.8 kcal/mol. It implies
that L20C does not affect this first helix. Because high force is needed to unfold the binding
site of L20, once the region is unfolded, the force is so high that reversible folding is not seen.
Therefore we do not measure a free energy, but the work necessary to unfold the binding site
of L20, consisting of 19 remaining bases. Finally, the free energy of the first 37 bases without
protein is —11.8 + 2.5kcal/mol, and the work necessary to unfold these bases with L20C is
—23.7 + 4.4 kcal /mol. We cannot quantitatively compare these two figures, but qualitatively,
L20C roughly doubles the stability of the bottom of the RNA.

Previous experiments demonstrated that whereas L.20 mainly interacts with the backbone
of the RNA [40], some specific mutations, in particular in the conserved A at positions 1009
and 1010, strongly affect this interaction [44]. A molecular construction identical to the one
used in the first experiments, except for the replacement of A1009 and A1010 by uracils, has
been obtained. When a force was applied to this construction under the same conditions as
above, the pattern of force drops was very different compared to the wild type molecule (Fig.
6.6a). When the stretching experiment was reproduced, it appeared that although the force
drops occurred consistently within the same range of force, the number of bases unfolded
during each sub-step varied continuously from 15 to 85% of the total length (Fig. 6.6b).
When the experiments are carried out with the protein, the drops occurred at slightly lower
force, but the sub-step length distribution was similar (Fig. 6.6b). Because the force drops
occurred at lower force in its presence, our data suggest that the protein does not specifically
bind to the mutated rRNA, but rather destabilizes it non-specifically. Moreover, from the
sub-step length distribution, we deduce that the mutated rRNA folds differently from the
non-mutated one. Prediction tools such as mfold [51] indicate that the most probable mutated
structures do not indeed fold as the wild type rRNA (Fig. 6.6¢). First, these structures do not
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FIGURE 6.6 — Force experiments done with the mutated rRNA fragment. a, An example of stretching
measurement, done with the mutated RNA fragment. b, Maximum force reached in given state, except for
the fully unfolded state where the minimum force is given. Grey dots are for the rRNA without L20C and
blue triangles with L20C. ¢, Predicted structure for the mutated RNA. The bottom of the molecule displays
a three-way junction (boxed) that is predicted by the prediction tools and consistent with our measurements.
Bases in grey are the ones known to interact with L20 in the wild type structure. The top of the molecule is

predicted to adopt several structures of close energy ; only one of them is illustrated (dashed lines).

present the binding site for L20, giving an explanation for the lack of specific binding for this
protein on the mutated RNA. Second, they display a three-way junction close to the bottom
of the folded RNA deciphering how the sub-step length distribution is built. Indeed, because
of the presence of the three-way junction, the mechanical unfolding of these structures may
not be sequential, but partially parallel [52]. After unfolding the first helix, propagation may
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either continue in the 3’ or 5 direction.

We find that specific binding of L20 requires a correctly folded RNA and that its interac-
tion with helix 40-41 stabilizes the double stranded character of this region. This stabilization
has several essential consequences on assembly. First, it will facilitate the correct folding of
the subdomain allowing efficient recognition by several proteins further downstream on the
assembly map such as L13, L21 and L20 that bind close to the helix 40-41 junction. It might
also facilitate the binding of other essential protein such as L11 that recognizes the tip of
the subdomain (helices 43 and 44). We also hypothesize that L20 stabilizes the folding of
this subdomain during later assembly steps. This is most probably essential for the large
subunit where the different domains of 23S rRNA, as defined from its secondary structure,
are dramatically intermingled in the 3D structure.

Methods The double optical tweezers setup has been described elsewhere|31]. We shift the
frequency of one of the two traps to increase significantly the precision of our measurements.
For experimental convenience the two beads used in each experiment are one silica bead
of 0.97 ym in diameter coated with anti-digoxygenin and one polystyrene bead of 1.87 um
coated with streptavidin prepared from carboxylated beads (Bangs Laboratories Inc., Fishers,
IN). The RNA/DNA hybrid constructions have been prepared as described elsewhere [41]. To
attach molecular constructions to the beads, all components were mixed together 1-2 hours at
room temperature. The C-terminal part of the Escherichia coli r-protein 120, corresponding
to the amino acids 59-118, has been prepared as described elsewhere[44, 40|. To assure that
RNA is saturated with protein, L20C concentration is adjusted to 3 uM (the equilibrium
constant is Kd = 13nM). The experiments have been performed at 29°C in 100 mM KCI,
5mM MgCl, and 20mM Tris pH 7.5. For data acquisition, the Labview software has been
used combined with an acquisition card, sampling signals at 300 Hz with an anti-aliasing
filter at 132 Hz.
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6.3 Supplementary information

6.3.1 Number of unfolded bases calculation

To calculate how many bases are unfolded in each sub-step, we first have to be sure that
the last unfolded state we measure indeed corresponds to the fully unfolded structure. We
pulled our constructions to more than 20 pN and did not notice any further transition. The
secondary structure suggests that the most stable helices are the first three ones. It is therefore
very unlikely that any structure remains at a much higher force than the ones necessary to
unfold these helices. One could also use the elastic properties of the single stranded RNA
and compare its length to the one we would expect. Even if it is indeed comparable in
our case, this method lacks of accuracy and looking at transitions is more relevant. For
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FIGURE 6.7 — Length measurement principle. Each blue line approximates an intermediate state. The

lengths are measured from the intersections of these lines and the horizontal line of given force.

each experimental curve giving force vs. traps displacement, each portion of force curve
representing an intermediate state is approximated by a line. Then a horizontal line is drawn
for a given force, and its intersections with the previous lines give the lengths of the sub-
steps [; (Fig. 6.7). It is important to take these lengths at a given force : the length of the
RNA/DNA hybrid is constant, and although the elasticity of a single RNA is difficult to
model, its length per base is a constant. Indeed, the fraction of purine and pyrimidine is
close to constant on our construction, purine fraction varying from 55% to 62% from state
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to state for example, and we expect that the elasticity per length of the single stranded
rRNA to be constant for each sub-step. The force of the horizontal line is chosen so that
it is the closest to all real data points of each state. The last point that should be taken
care of when linking these lengths to the number of unfolded base is the geometry of the
system : whereas the intermediate states present a helix, the fully unfolded state is only a
single stranded RNA. It means for calculations that the total length of the construction is
the length difference between the first and last state plus the helix diameter dj; of 2.2nm
(derived from the structure given in ref. [53]). Finally, the number b; of unfolded base at
the 7th intermediate state is given by the unfolded length divided by the total length of the

construction : ,
(2
b, = —L=k=1F z:k’:llk
7

- Np
dn + ZZ:I i

where n and Ny are respectively the total number of sub-steps of a given measurement and

the total number of bases in the isolated rRNA.

6.3.2 Free energy estimations from force measurement

The close to equilibrium hypothesis When the trap displacements are slow enough,
unfolding can happened close to equilibrium. An experimental indication of this property is
the behaviour of the molecule : after partial unfolding, the RNA occasionally refolds, helped
with thermal motion. This characteristic is seen on the wild type RNA especially for the
first and the two last sub-steps (Fig. 6.8). It is not seen on the second sub-step because its
length is larger than the others. Refolding occurs when L20C is present, but only for the first
sub-step which involves about 9 base pairs (Fig. 6.9). The further unfolding events occur out
of equilibrium because the force reached is too high.
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FIGURE 6.8 — Refolding events occurring on the rRNA during stretching experiment. The arrows point
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FIGURE 6.9 — Refolding events occurring on the rRNA during stretching experiment when the protein

L20C is added. The arrows point at the region where refolding events occur for the first sub-step. Curves are
translated on the force axis for visualization.
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Estimation method When the experiment is achieved close to equilibrium, we can esti-
mate the free energy of a RNA region we unfold thanks to our measurement. Just before
unfolding a RNA region, the free energy AG; of the system, consisting of the trapped beads
and the molecular construction, equals the total elastic energy of the system FEl; and the
free energy AGgrna; retained in the rRNA : AG; = El; + AGgry ;. Just after unfolding the
region, the free energy of the system AG/ is the sum of the total elastic energy of the system
Ely, which has decreased because of the force drop (even if a small gain of energy comes
from the newly stretched single stranded RNA), and the free energy AGrn 4 s retained in the
rRNA, which has increased because of base pairs release : AGy = Ely+AGgrnas. As the trap
displacements are very small during this event and experiments are done close to equilibrium,
the free energies of these two states are equal : AG; = AGy. Consequently, the free energy
released from the region of rRNA unfolded is AG,egionn = AGrnas— AGryai = El; — Elj.
Therefore, the free energy of the RNA region equals the difference of elastic energy of the
system before and after unfolding this region. The elastic energy difference between the two
states is estimated from our measurements, and equals the area between two consecutive
force vs. displacement curves (Fig. 6.10).
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FIGURE 6.10 — Free energy estimation of the first intermediate state of the wild type RNA without L20
from a single force measurement curve. The two black lines give the elasticity of the construction when it
is completely folded and when the first sub-step has occurred. The blue area gives the difference of elastic
energy between the completely folded state and the first intermediate state for the displacement at which the

transition occurs.
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As described in the main text, this method is applied for the first step observed in the
experiments with and without L20C, corresponding respectively to the first 18.2 4+ 3.2 and
36.5 £ 5.3 bases. We also use this method to evaluate the work necessary to apply to unfold
the region encompassing the binding site of L20 in the presence of the protein, corresponding
to the first 37 bases. In this latter case, we predict the elasticity of the construction where
37 bases are unfolded, since no intermediate state is reached for this value (Fig. 6.11).
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FIGURE 6.11 — Estimation of the work necessary to unfold the binding site of L20C when the protein is
present. The two black lines give the elasticity of the construction for the first intermediate state and for the
state where 37 bases are unfolded. The work is estimated from the difference of elastic energy between the

first intermediate state and the state where 37 bases are unfolded.

6.3.3 Elastic models for double stranded and single stranded parts

Except for the fully folded state, it is impossible to have an experimental force vs. displa-
cement curve starting at zero force. We use an elastic model to predict what would be the
elastic property of each state if its single stranded rRNA was not folding. We approximate
the DNA/RNA hybrid elasticity with the Odijk solution for the worm like chain model [34]
(Fig. 6.12). It gives the mean extension < z > of the molecule as a function of the applied

force F' :
1 [kgT F
=Lyl 1l— =4/ =+ =
< x> 0( 9 Flp+K>
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where Ly is the crystallographic length, [, the persistence length (I, = 47 & 1nm), K the
elastic modulus (K = 1000 £ 50 pN ) and T the temperature. Modelling the single stranded
elasticity is more difficult. Theoretical and experimental evidences have shown that RNA
can form single stranded helices [54, 55|, affecting strongly the elasticity of single stranded
RNA. Especially in the 0-40 pN force range, the elasticity is not always well described with
an usual elastic model. At the moment, no model exists to predict the elasticity of RNA with
a complex sequence when single stranded helices occurs. Our data suggest that this is the
case in our experiment and therefore we propose a function that best fits our data. We use
the function proposed by Marko and Siggia [56] to interpolate the solution of the worm like
chain model, and add a gaussian function to take into account the effect of single stranded

helices : T ) ) ( )2
x T — To
F=215 Z_Z F A St
L ana (4(1 —0) T 4) +Foexp ( 2 )

where L is the crystallographic length of the RNA (with 0.6 nm per nucleotide), I, gva its
persistence length (l,pva = 1.5+ 0.1nm) and Fp, zo and A the coefficients used in the
gaussian function, Fy =5+ 0.3pN, 2o = 57 £ 2nm and A = 22 + 5nm. This solution agrees
with the one given by Marko and Siggia for force smaller than 2 pN and higher than 15pN
(Figs. 6.12-6.13). As this function gives force as function of extension of the single stranded
RNA, and the Odijk solution the extension as function of force, we had to calculate them
separately to add them and finally represent the elasticity of the construction when the RNA
is unfolded (Fig 6.12).

6.3.4 Free energy estimation of the wild type rRNA from prediction
tools

We estimate the free energy of helices 40-41 from the 23S rRNA from their secondary struc-
tures given in litterature [37, 38, 36]. Mfold gives the free energy for the secondary structure
at 29°C and 1 M NaCl. As we work at the same temperature, but in 100 mM KCI and 5 mM
MgCI2 we have to correct the free energies to take into account this difference in salinity. A
rough but useful method is to apply the correction estimated from a DNA of same sequence
(replacing U by T) and same structure at these two different ion concentrations. We expect
a 7% uncertainty for these free energies.
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FIGURE 6.12 — Elastic models used to fit the elastic properties of the construction. The grey curve is
a measurement done on the wild type RNA. The blue curve is the Odijk solution for the worm like chain
model. It fits the measurement where the isolated RNA is completely folded and the construction is fully
double stranded. The red curve is the elasticity of the construction when the isolated RNA is completely
unfolded. It combines the elasticity of the double and single stranded parts. The black dotted curve combines
the elasticity of the double and single stranded parts when the model proposed by Marko and Siggia is used
on the single stranded part. It fits our data at low and high force.
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FIGURE 6.13 — Elastic model for the single stranded RNA. The black dotted curve is the model proposed
by Marko and Siggia giving the force applied on the molecule as a function of its extension. The red curve is
the function that gives the best fit for our data.
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Chapitre 7

Constructions moléculaires pour I’étude
d’ARN hélicases a motif DEAD

Ce court chapitre présente les premiers résultats d’un travail mené en collaboration avec le
groupe de Marc Dreyfus (IBPC - Paris). Ce laboratoire s'intéresse a l’activité d’un groupe
important d’ARN hélicases, les protéines & motif DEAD ou DEAD boz, qui interviennent dans
un grand nombre de réactions impliquant ’ARN [57]. Ces hélicases sont capables d’ouvrir
seulement quelques paires de bases, mais cela semble suffisant pour accélérer les changements
de conformations des ARN [58]|. Le manque de processivité de ces protéines rend difficile
I’observation de leur activité en solution, notamment parce que les intermédiaires qu’elles
créent se replient rapidement. L’étude en molécule unique par mesure de force semble étre
adapté, car I’application d’une force augmente la durée de vie des intermédiaires, et aussi
parce qu’elle offre une excellente précision qui doit permettre d’accéder a des détails fins de
Pactivité des hélicases. L’observation de I'activité d’ARN hélicase par mesure de force a déja
été rapportée dans la littérature pour I’hélicase virale NS3 [59, 60|, mais cette protéine différe
beaucoup des hélicases DEAD box, notamment parce qu’elle est bien plus processive.

7.1 Protéines DEAD box et constructions moléculaires

La famille des protéines a motif DEAD est vaste, et méme si toutes partagent 'activité
hélicase, chaque protéine a ses propres caractéristiques qu’il faut prendre en compte si on
souhaite les étudier [57]. Nous nous sommes concentrés sur la protéine Ded1, car c¢’est I'une
des protéines DEAD box les plus actives. Elle peut ouvrir une dizaine de paires de bases d’une
double hélice d’ARN ou d’hybride ADN/ARN, et son activité est facilitée par la présence
d’une partie simple brin sur la molécule [61]. Notons également qu’elle est bidirectionnelle,
pouvant ouvrir les hélices dans le sens 3’-5” ou 5’-3’.

Nous avons réfléchi avec Josette Banroques et Kyle Tanner a des constructions molécu-
laires qui nous permettraient d’observer I'activité de Ded1. L’hélicase est peu processive, donc
seules quelques paires de bases sont nécessaires pour cette étude. Ensuite il faut que la molé-
cule ait une partie simple brin suffisante pour que I’activité hélicase soit efficace. Nous avons
choisi deux constructions proches, formées d’une hélice de 13 paires de bases avec une boucle
a son sommet de 10 et 18 bases (Fig. 7.1). Comme dans le chapitre précédent, cet ARN est
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FIGURE 7.1 — ARN synthétisés pour I'étude de 'activité hélicase de la protéine Dedl. Les deux molécules

ont la méme hélice, mais la boucle de smRNAO1 posséde 18 bases alors que celle de smRNAOQ2 en a 10.

ensuite flanqué de deux bras formés d’hybrides ADN/ARN. Contrairement aux constructions
généralement utilisées pour étudier ’activité d’une enzyme par mesure de force, nous avons
choisi une configuration ot la protéine ne sera pas directement soumise aux effets de la force,
car elle devrait ouvrir la partie de la molécule qui n’est pas étirée, proche de la boucle. Nous
espérons ainsi qu’elle agira de fagon physiologique.

7.2 Mesure de force sur les constructions moléculaires

J’ai commencé pour I'instant & observer le comportement des ARN en ’absence de protéines
en solution. Les deux constructions ont des comportements dynamiques trés différents qui
pourront étre complémentaires lors des mesures en présence de I’hélicase.

L’ARN smRNAO1 se déplie a 15+ 1 pN et se replie & 9+ 1 pN lorsqu’on ’étire et le relaxe
a 50nm.s~! (Fig. 7.2). La structure de cet ARN est bien plus simple que ’ARN présenté dans
le chapitre précédent. Son ouverture et son repliement se font en une seule étape. L’ARN
smRNAO2 s’ouvre a la méme force que smRNAO1, mais il peut se replier & plus haute force
(Fig. 7.3). Il est méme possible d’observer 'ouverture et le repliement pour une position
fixe des piéges (Fig. 7.4). La différence de comportement entre ces deux ARN provient de la
différence de taille entre les boucles. Il y a une barriére énergétique plus importante séparant
les états ouvert et fermé sous tension pour smRNAO1 que pour smRNAO02. Un comportement
similaire a déja été observé sur des constructions d’ADN |13, 62].

La suite de I’étude est trés ouverte. Nous pensons par exemple effectuer des mesures
a faible force sur la premiére construction et attendre que son ouverture soit favorisée par
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FIGURE 7.2 — Mesure de force sur TARN smRNAO1. Les courbes en rouge sont cinq dépliements successifs

et les courbes en noir cinq repliement successifs sur la méme molécule.

la venue d’une hélicase. Sur la deuxiéme construction, nous espérons voir une modification
de la dynamique de l'ouverture en présence de la protéine, une fois de plus a la faveur de
I'ouverture en présence de 1’hélicase.
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FIGURE 7.3 — Mesure de force sur TARN smRNA02. La courbe en rouge est un dépliement et la courbe

en noir un repliement effectués sur la méme molécule.
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FIGURE 7.4 — Mesure de force sur ’TARN smRNAOQ2 sans déplacement des piéges.
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Conclusion de la deuxiéme partie

Les mesures de force avec le double piége optique nous ont permis d’observer directement
I'interaction de L20 avec sa région cible dans ’ARN 23S : dans nos expériences, la protéine
stabilise la région. Ce phénoméne pourrait également étre présent lors de I'assemblage du
ribosome et se généraliser & d’autres protéines. L’étude de la petite portion de '’ARN 23S
est loin d’étre terminée, car elle interagit avec au moins quatre autres protéines. La fixation
de celles-ci semble étre hiérarchique, et leur étude par mesure de force pourrait apporter
des informations trés intéressantes. Notons que d’un point de vue théorique, il est encore
difficile de relier les mesures de force hors équilibre en présence de protéines a des parameétres
thermodynamiques pertinents. Ce probléme ouvert me semble riche et pertinent. Notons que
la protéine L20 interagit également avec son propre ARN messager; cet ARN présente des
sites trés semblables a celui de la jonction des hélices 40 et 41 de ’ARN 23S ou L20 se fixe
en agissant comme répresseur de sa propre synthése [63, 44]. Certaines caractéristiques de
I'interaction restent en suspend. Une étude par mesure de force pourrait aider a résoudre ce
probléme.

L’étude des hélicases DEAD box n’en est qu’a ses débuts. Nous espérons que les prochaines
mesures montreront formellement que les hélicases aident a ’ouverture de ’ARN. On peut
aussi penser a suivre ’activité de I’hélicase en effectuant une mesure a force constante. Il
faudra pour cela asservir le signal de force. On pourra également continuer I’étude par des
hélicases provenant de bactéries psychrophiles, actuellement étudiées par nos collaborateurs.
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Annexe A

Protocole pour la fonctionnalisation
anti-digoxygénine ou streptavidine de
billes carboxylées

A partir du Kit 19539, des fiches techniques 238F et 644 de Polysciences - www.polysciences.com
et 201 et 205 de Bangslab - www.bangslabs.com

Contenu du Kit :

e Flacon() tampon carbonate 0.1M e Flacon(®) tampon borate 0.2M 450 mL

200 mL
e Flacon(s) éthanolamine 0.1M 60 mL
e Flacon(2) tampon phosphate 0.02M 400 mL

(remplagable par tampon MES 50mM, e Flacon() solution BSA 10mg/mL
pH 5.2) 110 mL

e Flacon(®) carbodiimide 1 g e Flacon(?) tampon de stockage 60 mL

Le protocole suivant est adapté a la réalisation d’un échantillon de 0.5 mL & 2.5% en bille
de polystyréne ou silice. Ces billes doivent avoir un diameétre au moins égal a 0.5 pm.

Précautions :

a. Les flacons (6) et (?) contiennent de 'azidure de sodium (NaN3) a 0.05% et 0.1% res-
pectivement. L’azidure de sodium est tres toxique. Eviter le contact avec les yeux et la
peau. Ne pas verser ces solutions dans I’évier et éviter le contact avec du métal. L’azi-
dure de sodium peut former des mélanges explosifs. Laver a grande eau les surfaces en
contact avec ce produit.

b. Le carbodiimide (Flacon (3)) est lui aussi toxique. Eviter le contact avec les yeux et la
peau. Utiliser une ventilation adéquate et éviter I'inhalation.

Préparation : Avant 'utilisation des tampons, transférer les quantités nécessaires dans
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des tubes Falcon®. Jai utilisé 'ensemble des produits & température ambiante & deux ex-
ceptions pres :

e il faut utiliser le carbodiimide trés rapidement apreés sortie du congélateur pour limiter
les problémes d’évaporation du produit et de son inhalation.

e lors de la derniére étape, on mélange les billes au tampon de stockage, et on les place im-
médiatement au réfrigérateur. Il n’y a donc pas de raison de le réchauffer a température
ambiante.

Centrifugation : Pour des billes de 1 ym en polystyréne, les étapes de centrifugation de
la partie 1) nécessitent une accélération de centrifugation d’environ 4100 g pendant 6 minutes
(phases d’augmentation et diminution de la vitesse sur 5 avec la centrifugeuse réfrigérante
réglée a 20°C). Lors des étapes de la partie 2) cette accélération semble ne plus suffire, car la
solution reste trouble. En I'augmentant a 5000 g, les autres paramétres étant fixes, le résultat
est un peu mieux.

N.B. : il faut adapter la vitesse de centrifugation avec la taille et la densité des particules.
Les autres paramétres étant fixés l'accélération de centrifugation est :

e 260 g pour des billes de 0.97 pm en silice,

e 5000 g pour des billes de 1 ym en polystyréne.

Jour 1

1) Lavage du stock du billes carboxylées et activation

(1h préparation du matériel compris.)

% s0s

AQUEDUS
U rfacant

e S0F

rEnent o
Washing, S04

0 Sulfate centrfuging, 7

Ramaable 307 decanting 30¢

Su Hfactant Clean Panick

s (beware of
03 9 clumping)

S0
S04

Aprés formation et fonctionnalisation carboxyle des billes, il reste en solution de nombreux
produits qui peuvent étre génant pour la suite, qu’on élimine lors de ces premiéres étapes (cf
Bangs Lab Tech Notes 201 et 205)

1. Placer 0.5mL de la suspension a 2.5% de billes carboxylées dans un tube Eppendorf de
centrifugation de 1.5 & 1.9 mL. La solution de stock de billes de 1 pum en polystyrene
ne pouvant se transférer que par goutte a goutte, le volume approximatif est évalué par
la marque 0.5 mL de I’Eppendorf.
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. Ajouter du tampon carbonate (Flacon (1)) pour remplir le tube et refermer fermement.

Centrifuger 5 & 6 minutes ou jusqu’a ce que les billes forment un amas dans la centri-
fugeuse.

Enlever délicatement le surnageant et le jeter.

. Répéter les étapes 2, 3 et 4 une deuxiéme fois.

Pour resuspendre ’amas :
a) Remplir le tube & moitié et refermer.
b) Vortexer.

¢) Remplir le tube entiérement.

N.B. : lorsque "resuspendre 'amas" est utilisé, se référer a ’étape 5.
Resuspendre I'amas dans le tampon phosphate. (Flacon (2))
Centrifuger 5 & 6 minutes.

Enlever délicatement le surnageant et le jeter.

Répéter les étapes 6, 7, et 8 encore 2 fois.

Resuspendre 'amas dans 0.625 mL de tampon phosphate 0.02M, pH 4.5

2) Création d’un groupement réactif avec une fonction amine de la
protéine & fixer

(20 minutes puis 3-4 heures d’attente puis 30 minutes jusqu’a la fin de la manipulation pour
la journée.)

CHL EDAC

Il est peut-étre plus avantageux de remplacer le tampon phosphate par un tampon MES,
car les phosphates réduisent la réactivité des carbodiimides (cf. Bangs Lab Tech Note 205

page 3).

1.

Fabriquer 0.75 mL d’une solution & 2% en carbodiimide en pesant 15 mg de carbodii-
mide (Flacon ®) et en le dissolvant dans 0.75 mL de tampon phosphate (Flacon (2)).

N.B. : La solution de carbodiimide doit étre préparée et utilisée en 15 minutes. Le car-
bodiimide restant dans le flacon 3) doit étre mis a ’abri de I’humidité : immédiatement
apres la pesée de carbodiimide nécessaire, reboucher fermement le flacon.
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2. Ajouter 0.6 mL de la solution a 2% en carbodiimide goutte & goutte a la solution
de billes et encapsuler fermement le tube. Il vaut mieux ajouter goutte a goutte le
carbodiimide tout en vortexant. Pour cela, il faut mettre le vortex sur 1800 tour/min
en position on et non touch, pour étre plus a 'aise et éviter les accidents.

3. Mélanger 3 a 4 heures a température ambiante sur un agitateur rotatif.

4. Centrifuger 5 & 6 minutes jusqu’a formation de I’amas et éliminer le surnageant.
5. Resuspendre 'amas dans le tampon phosphate. (Flacon )

6. Centrifuger 5 & 6 minutes jusqu’a formation de I’amas et éliminer le surnageant.

7. Répéter les deux étapes précédentes encore 2 fois. Ces étapes permettent d’éliminer le
carbodiimide n’ayant pas réagit.

8. Resuspendre I'amas dans 1 mL de tampon borate (Flacon (@)

3) Couplage de la protéine

1. Ajouter 200 a 400 pg de la protéine a coupler ou resuspendre dans 1 mL de protéine
dans le tampon borate.

2. Laisser le mélange une nuit entiére a température ambiante en mélangeant doucement
avec un agitateur rotatif par exemple.

o-aelison rea
intermnediate a%a ilable amine amid & bond

Jour 2

(2 heures)

3. Centrifuger 10 minutes.

4. Resuspendre 'amas dans 1.2 mL de tampon borate. Ajouter 50 ul. d’éthanolamine
0.1M (Flacon (3)) et mélanger doucement 30 minutes & température ambiante. Cette
étape permet de désactiver les sites n’ayant pas encore réagi sur les billes.

5. Centrifuger 10 minutes et éliminer le surnageant.
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6. Resuspendre I'amas dans 1 mL de solution BSA (Flacon (6)) et mélanger doucement 30
minutes a température ambiante. Le BSA va bloquer les sites non spécifiques restant sur
les billes. Le BSA forme des bulles tres facilement ; faire attention lorsqu’on resuspend
la solution & ne pas avoir trop de mousse notamment lors de la deuziéme fois (cf. point
8). Il est préférable de resuspendre en une seule étape, c’est a dire vortexer en ayant
déja rempli le tube entierement.

7. Centrifuger 5 & 6 minutes ou jusqu’a ce que les billes forment un amas, et éliminer le
surnageant.

8. Répéter les deux étapes précédentes une fois, mais limiter le temps de mélange a 5
minutes.

9. Resuspendre "amas dans 0.5 & 1 mL de tampon de stockage (Flacon (7).

Conserver les particules couplées entre 4°C et 6°C.

NE PAS CONGELER!
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Annexe B

Préparation d’ADN fonctionnalisé de
10kb par PCR

Le protocole suivant est adapté a la préparation de doubles brins d’ADN de 10* paires de base
possédant des fonctionnalisations digoxygénine et biotine a leur extrémités a partir de ’ADN
du batériophage \. Le protocole suivit est celui de "Expand long template PCR system"
(Roche - www.roche-applied-science.com) et il est optimisé pour PADN a former.

Il arrive que les oligonucléotides commandés n’aient pas toujours les modifications sou-
haitées. Cela nous a fait perdre plusieurs semaines de travail sur une construction. Je donne
une technique simple pour vérifier les modifications biotines ou digoxygénines, le gel shift,
trés judicieusement proposée par Nicolas Chiaruttini.

B.1 Protocole de fonctionnalisation par PCR

Produits utilisés

e Oligonucléotides Diglongl10S et BiotLongl0AS dilués & 100 pmol/ul. (MWG Biotech
AG)

ADN A\ dilué a 500 ng/uL dans 10mM Tris-HCI1 (pH 7.5), 10mM NaCl, lmM EDTA
(D150A - Promega)

dNTP 10 mM chacun

Tampon 1 du kit "Expand long template PCR system"

Mélange commercial du kit contenant ’enzyme de polymérisation

e cau déionisée

Précautions :
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e ’ADN X est long. Il est préférable de le manipuler avec précaution lors de mise en
solution et des mélanges pour ne pas le casser. Il faudra donc pipeter lentement en sa
présence.

e Le mélange contenant I’enzyme ne doit sortir du congélateur que le temps du préléve-
ment.

Préparation :
Les concentrations des stocks d’oligonucléotides et ’ADN sont ajustées pour optimiser
leur conservation. Avant 1'utilisation pour la PCR, on dilue

e cinq fois les oligonucléotides dans de I’eau déionisée, pour atteindre la concentration de
20 pmol/pL.

e cinq fois ’ADN du bactériophage A dans du tampon TE, pour atteindre la concentration
de 100 pmol/uL.

Mélanges pour la PCR
Pour la préparation de cinq tubes PCR contenant 20 uL. de mélange.

Solution 1

e 41.5 puL d’eau déionisée

3.5 uL de ANTP (contenant 10mM de chaque nucléotide)

1.5 pL de DigLongl0S & 20 pmol/uL

1.5 pL de BiotLongl0AS & 20 pmol/uL

2 uL ’ADN X & 100 ng/uL

total 50 puL

Solution 2
e 38.5 uL d’eau déionisée
e 10 puL. de Tampon 1

e 1.5 uL du mélange d’enzyme

total 50 puL

On mélange les deux solutions juste avant la PCR, et on partage les 100 uL de solution
en 20 pL dans cing tubes a PCR.
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Déroulement de la PCR

1. 2 minutes a 94°C

Répéter 10 fois les deux étapes suivantes :
2. 10 secondes a 94°C

3. 8 minutes 30 secondes & 63°C

Répéter 15 fois les deux étapes suivantes :
4. 10 secondes a 94°C

5. 8 minutes 30 secondes a 63°C (ajouter 20 secondes a chaque cycle)

6. 7 minutes a 68°C

7. Fin du cycle 15°C

B.2 Vérification de la fonctionnalisation par gel shift

Le principe de vérification des fonctionnalisations est simple. On fait migrer sur un gel d’aga-
rose des oligonucléotides modifiés de quelques dizaines de répétition en absence et en présence
de la protéine qu’ils doivent reconnaitre. Lorsque la protéine s’attache a 1’oligonucléotide,
I’ensemble migre avec une mobilité réduite de plusieurs dizaines de pour cent par rapport a
I’oligonucléotide seul dans 1’agarose. 11 devient trés facile alors d’observer si la fixation a eu
lieu.

On pourra suivre le protocole suivant pour vérifier la fixation par streptavidine ou di-
goxygénine :

e Mélanger 2 ulL d’oligonucléotide modifié & 10 uM avec 0.15 ug de protéine.

Ces données correspondent au mélange stoechiométrique oligonucléotide - streptavidine.

e Laisser incuber 30 minutes. Il est préférable de faire la réaction dans un milieu tamponné
et concentré & 100 mM au moins en NaCl ou équivalent.

e Faire migrer I'ensemble avec des oligonucléotides sans protéine sur un gel d’agarose a
2%, 2 16 V.m~! pendant trente minutes (soit 160 V pour les gels classiques de 10 ¢m).

e Laisser le gel vingt minutes dans une solution de BET a 0.5 ug/mL et observer sous
lampe UV.

On peut alors obtenir le gel de la figure B.1. Dans cet exemple, I’oligonucléotide commandé
n’avait pas été modifié par de la biotine.
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FIGURE B.1 — Vérification de la fonctionnalisation d’un 30-mer par gel shift. a, 50-mer modifié biotine
seul. b, 50-mer modifié biotine avec streptavidine. ¢, 30-mer seul. d, 30-mer avec streptavidine. On observe
aucun décalage dans le gel du 30-mer avec et sans protéine : ce 30-mer n’est pas modifié par de la biotine.



Annexe C

Asservissement de la position d’un miroir

L’un des éléments essentiels d’un double piége optique est le systéme permettant la déflexion
du faisceau mobile. Ce systeme doit permettre de défléchir le faisceau sans modification
d’intensité, avec un temps de réponse court et une précision de positionnement adaptée; il
faut également pouvoir asservir sa position si on souhaite réaliser des mesures a force fixe
par exemple.

J’al ainsi travaillé dans une étape préliminaire a la mise en place d’un systéme pouvant
répondre a toutes ces caractéristiques. Nous avions choisi une cale piézoélectrique asservie en
position par un laser. Cette solution n’a pas été poursuivie car elle ne répondait pas a tous
les critéres, mais la démarche envisagée peut étre utile pour réaliser un systéme équivalent.
Ce travail a été réalisé en partie avec Erwin Peterman.

C.1 Présentation du systéme

Le systéme est composé pour la partie actionneur d’une monture de miroir posée sur une cale
piézoélectrique (PSH 15 - Piezojena), et pour la partie rétroaction d’'un laser hélium-néon
(HRPOO08 - Thorlabs) couplé a un capteur PSD (DL100 7TPCBA - Pacific Silicon) pour mesurer
la position angulaire du miroir et d’un boitier correcteur PID (SIM960 - SRS) (fig.C.1).
Comme nous allons le voir, lorsque le systéme est bouclé, il peut étre utile d’ajouter des
filtres aprés la mesure de position du PSD.

C.2 Identification des propriétés dynamiques

Afin de réaliser un asservissement du systéme, il est nécessaire de connaitre ses caractéris-
tiques dynamiques en boucle ouverte. On effectue une analyse fréquentielle du systéme en
appliquant un signal sinusoidal a I'entrée de ’alimentation de la cale piézoélectrique. On me-
sure la réponse en rotation de la cale grace au capteur de position et on trace son diagramme
de Bode (Fig. C.2).

La cale piézoélectrique avec un miroir collé présente une forte résonance a f, = 257 Hz
et est assimilable a un systéme d’ordre au moins égal a trois, car le déphasage mesuré peut
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consigne —>| correcteur PID »( alimentation PZT
4

Y

[cale PZT |

FIGURE C.1 — Présentation du systéme bouclé composé d’une cale piézoélectrique, d’un laser hélium-néon
couplé a un capteur PSD et d’un boitier correcteur PID.

dépasser —180° [64]. Si on cherche & boucler un tel systéme par un correcteur de type pro-
portionnel intégral (PI), le systéme est instable & moins de le rendre extrémement lent (on
limite dans notre cas le temps de réponse a environ une seconde).

C.3 Stabilisation du systéme

Pour améliorer la stabilité du systéme il est ainsi nécessaire de supprimer le signal provenant
de la résonance de la cale piézoélectrique. Nous avons choisi de filtrer le signal de mesure de
position par un coupe-bande ajusté a f,. Le filtre utilisé et tiré de la référence [65] (page 281,
fig.5.23B) est donné figure C.3.

L’utilisation de ce dispositif nous a permis de limiter les effets de la résonance. Pour
une consigne fixe il reste une oscillation & la fréquence de résonance de prés de 10 prad
(soit environ 40 nm) autour de la position souhaitée. Méme si nous avons réussi & améliorer
la stabilité du miroir, celle-ci reste trop faible compte tenu de la précision nécessaire aux
mesures de forces. Nous avons finalement choisi d’utiliser la monture de miroir présentée
dans le chapitre 3.



C.3. STABILISATION DU SYSTEME

1000 g -

gain (sortie/entrée)

-100 |- -
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1 | | 1
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FIGURE C.2 — Diagramme de bode du systéme en boucle ouverte.
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F1GURE C.3 — Filtre coupe bande utilisé pour réduire les instabilités du montage.
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Abstract. A double-tweezer setup is used to induce mechanical stress in systems of molecular biology. A
double strand of DNA is first stretched and the data is compared to precedent experiments to check the
experimental setup. Then a short foldable fragment of RNA is probed; the typical unfolding/refolding
hysteresis behaviour of this kind of construction is shown and followed by a study of its elasticity and a
comparison to a worm-like chain model. Eventually, we describe the unfolding of a larger RNA structure,
which unfolds by multiple steps. We show that this unfolding is not reversible and that it presents numerous

unfolding pathways.

PACS. 87.15.-v Biomolecules: structure and physical properties — 87.15.He Dynamics and conformational
changes — 87.64.-t Spectroscopic and microscopic techniques in biophysics and medical physics

Introduction

Force measurements on single molecules began more than
ten years ago, introducing great questions for statistical
physics and molecular biology. Experiments on elasticity
and structural transitions were done on increasingly com-
plex molecules, such as DNA [1-3], DNA and its complexes
with proteins [4,5], or RNA [6,7].

After presenting our experimental configuration based
on a double optical tweezer in Section 1, we study
the response to mechanical stress on different biological
molecules. We first stretch a double-stranded DNA (ds-
DNA) to verify our experimental setup in Section 2. Dif-
ferent fragments from 23S ribosomal RNA are then probed
in Section 3. A small fragment will allow us to examine the
elasticity of a single-stranded RNA and to give an estima-
tion of its persistence length. The study of the reversibil-
ity and reproducibility of a bigger fragment unfolding will
close this article.

1 Material and methods

There are many setups to measure force on the single-
molecule scale [8], the most recent and most precise of
which are based on AFM, optical or magnetic tweezers.
Our setup is a double optical tweezer; the experimen-
tal configuration involves two beads between which one

# e-mail: ulrich.bockelmann@espci.fr

has a biological molecule, and makes it possible to probe
molecules on a relevant force range (from 0 to 30 pN), with
sub-piconewton resolution.

1.1 Optics: how to obtain two tweezers?

We are using a CW laser beam coming from a titanium-
sapphire cavity (Ti:Sa) tunable in the infra-red and
pumped in the green thanks to a solid-state laser pumped
by laser diodes. To prevent optical elements from undergo-
ing too important heating effects as well as to allow a small
overfilling of the objective back focal plane, one starts by
widening the laser beam using lenses (L1) and (L2) form-
ing a telescope (Fig. 1). To obtain two independent traps
one then splits the beam according to polarization by the
association of a half wave plate (A\/2) and a dichroic cube
(C1) in order to obtain two beams of perpendicular po-
larizations. Before being recombined by a second dichroic
cube (C2), one of the two beams is reflected by a mirror
mounted on a piezoelectric holder (PZT) in order to de-
flect it easily from the second. The recombined beams are
made enter a high numerical aperture microscope objec-
tive in order to make them strongly converge and to obtain
two traps. Because of the use of several dichroic mirrors
on which beams of perpendicular polarizations may reflect
differently, the A\/2 wave plate is adjusted to ensure equal
beam intensities in the plane of the traps.

After their use for trapping, the beams are transmit-
ted through the beads and reflected by an oxidized silicon
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Fig. 1. Schematic of the double-optical-tweezer setup.

surface, and go back through the microscope objective
before being imaged by lens (L3) on a position-sensitive
detector (PSD). The use of perpendicular polarizations
makes it possible to detect only one beam as the other
one is blocked by a polarizer. In order to follow the beads
in the biological preparation they are illuminated by a
quartz-iodine lamp and imaged on a CCD camera via the
same microscope objective and lens (L3). As the laser has
the same optical path, an absorbing IR filter is placed in
order not to saturate the CCD.

1.2 Detection and force measurement

When a trapped bead (with diameter of 1pm) is pulled
by a weak force, in our case a few piconewtons, it moves
a characteristic length far smaller than its radius and the
laser waist. Thus in practice the deviation angle of the
laser beam varies linearly with the bead displacement and
thus also with force since at low force the optical trap
acts like a harmonic spring on the bead. Even after its
reflection and transmission by the microscope objective
and lens (L3), the linearity between beam deviation and
bead displacement remains true up to the detector. As
one of the two beams is absorbed by a polarizer, one
bead displacement is measured while its transmitted laser
beam deflection is followed by a position-sensitive detec-
tor (PSD). The detection system has a time response well
suited for calibration in the frequency domain of study.

1.3 Calibration

Optical trapping of particles very small or very large
compared to the laser wavelength is well described the-
oretically by dipolar and geometrical approximations, but
apart from these limiting cases there is no complete de-
scription and it is necessary to determine applied forces
experimentally. Fortunately, the frequency description of

and fit from equation (2) (solid line); the cutoff frequency is
2.71kHz, corresponding to a stiffness of 0.16 pN/nm.

a bead movement is well known and described thanks to
Langevin theory [9]. A trapped bead immersed in aqueous
media will follow the frequency law

kT
m2a(f2+ f2)’

where X (w) is the Fourier transform of the axial displace-
ment, kg the Boltzmann constant, 7' the temperature, «
the drag coefficient of the bead, f the displacement fre-
quency and fo the cutoff frequency. This frequency is re-
lated to the trap stiffness 3 by fo = 3(2ra)~ .
Detection is carried out by an electronic circuit that
can be modelled by a low-pass filter, with a cutoff fre-
quency of f.; ~ 14kHz in our case. As the detector voltage
signal U is proportional to the particle displacement X,
the power spectrum of its Fourier transform takes the form

S/
I

el

X (W) = (1)

U(w)* =

S} taking account of the detector sensitivity, i.e. the
proportionality factor between displacement and voltage.
The fit of the experimental curve finally gives us the trap
stiffness as 3 = j;—” (Fig. 2).

2 Force measurement on a single DNA
molecule

Force measurements on DNA molecules are of double in-
terest: on the one hand, the mechanical characteristics of
this polymer play a central role in some of its functions
in the cell, like its folding, replication, recombination, and
on the other hand, DNA is a molecule which is rather
easy to manipulate, and this makes it a privileged object
in polymer physics. Its mechanical characteristics are well
known and will be used here in order to check the correct
behaviour of the experimental setup.
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To position detection
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Fig. 3. Schematic view of a DNA molecule streched between
two protein functionalized beads.

2.1 DNA-beads complex formation

In order to stretch DNA, it is necessary to bind it to
macroscopic objects which can be easily handled, like solid
surfaces or beads that can be trapped optically or mag-
netically; here we use silica beads.

One starts by covering these beads with a layer of
negatively charged polymer so that DNA does not ab-
sorb in a nonspecific and noncontrolled way on the silica
surface [10]. Then, in order to have the best control on
binding DNA to beads, each end of the DNA is func-
tionalized with a different molecule, one end by biotin
and the other by digoxygenin, and beads are function-
alized in order to recognize these molecules. One type of
bead is functionalized with streptavidin, binding biotin by
a strong ligand-receptor noncovalent interaction, and the
other one is functionalized with an anti-digoxygenin anti-
body, thus binding digoxygenin also by a noncovalent but
specific interaction.

One forms then DNA-beads complexes by mixing three
solutions: a solution containing functionalized DNA, a so-
lution of streptavidin functionalized beads, and a third so-
lution of anti-digoxygenin functionalized beads. This mix-
ture incubates a few hours, and during this time, beads
and DNA diffuse and react in order to form complexes
where only a few strands are linked to two beads. Just
before the experiment this mixture is diluted in a buffer
solution (2 uL of the mixture in 200 pL of 10 mM NaHPO4
buffer pH = 7.0). The final solution is a mixture of some
DNA-beads complexes with many individual beads.

2.2 Stretching DNA

Now we are ready to stretch DNA-beads complexes thanks
to the double tweezer. From an optical point of view the
two traps are equivalent, but let us remind that one trap
is fixed, the other one mobile, and force measurement is
done on the fixed trap (see Fig. 3).

One can find relevant DNA-beads complexes, because
of their characteristic movement: the trajectories of two
beads linked by a DNA molecule are correlated, whereas
after a few seconds of observation unlinked beads move
apart by a distance larger than the DNA molecule length.
When each bead is near to a trap position, the laser is

Force (pN)

T T
10 15 20 25 3.0 35
Extension (um)

Fig. 4. Force-extension relationship for a double-stranded
DNA molecule. Data (crosses) is fitted with the Odijk formula
(solid line).

switched on, and the two beads are trapped in the two
tweezers simultaneously. This procedure is successful for
molecules longer than 2 pym.

After a complex is trapped, the principle of the exper-
iment is very simple: by controlling the mobile-trap trans-
lation, the two silica beads move apart, each one attached
to an end of the molecule which is then stretched. There
remains to measure DNA tension thanks to the force it
exerts on the fixed bead, and to determine the molecule
extension. As we know the imposed distance between the
traps, but not the distance between the beads, there re-
mains to subtract the displacement of the beads in their
traps. One then simply obtains dycqds = diraps — %, where
[ is the known trap stiffness. In order to get the molecule
length one finally subtracts the radius of each bead.

We chose to study a 10000 base pair DNA fragment,
obtained by PCR from the DNA of A bacteriophage. A
measured force-extension curve is given in Figure 4.

There are several models and several expressions to de-
scribe DNA elasticity. The most relevant ones for ds-DNA
are based on worm-like chain models [11]. We chose to use
the Odijk solution [12], which gives the mean extension
(x) of the molecule as a function of applied force F:

(z) = Lo (1_;<’;i)1/2+§), (3)

where Ly is the crystallographic length, L,, the persistence
length, K the elastic modulus and 7" the temperature. The
experimental curve fitted with the Odijk model gives the
parameters of Table 1. Our fitted parameters are in agree-
ment with the literature values, but the experimental un-
certainty is significant. Indeed the stiffness of our traps
obtained by calibration is known only with 10% accuracy,
and the beads used in the experiment do not necessarily
have the same shape and refractive index as those used
in the calibration. Because of our specific setup geometry,
another important point is that detection depends on the
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Table 1. Fit parameters from Odijk model. The literature
values come from experiments carried out by other groups for
K and L, under equivalent conditions (PB1X buffer, pH =
7) [11] and the crystallographic length of the chain is obtained
by supposing that each base pair has a length of 0.338 nm [13].

Fit parameters Experimental values Literature values

K 1000 £ 50 pN 1008 £+ 38 pN
L, 47 £ 5nm 474+ 1.0nm
Lo 3.40 £ 0.05 pm 3.38 pm

trap height above the reflective surface. Therefore mea-
surements are done at fixed height (4.0 £ 0.5 pum). The
experimental uncertainty in this height causes detection
signal changes of £8% [14]. Even if these effects reduce
the precision of our results, the setup remains very suit-
able for the experiments which we will describe thereafter.

3 Force measurement on RNA structures

While the biological importance of RN A has been underes-
timated for a long time, its catalytic activity and its role
in regulation in the cell have made it a major research
object over the last 20 years [15]. Even though from a
chemical point of view RNA and DNA molecules are very
close, RNA is a more difficult object for mechanical stud-
ies. First, RNA is less stable because of the omnipresence
of RNAase enzymes in a standard laboratory environment.
Then, biochemistry of RNA is more difficult, as important
techniques like direct chemical synthesis, specific ligation,
digestion and enzymatic modifications are much less devel-
oped for RNA. Finally, the interpretation of RNA single-
molecule measurements are particularly challenging due
to the complex sequence-dependent structure and folding
processes [7].

We chose to study two RNA fragments from the do-
main II of 23S E. Coli ribosomal RNA (Fig. 5). The
first one, which we call RNA ¢ in this article, is a 173
nucleotides fragment (consisting of nucleotides 991-1163)
and the second one, RNA b, is a 735 nucleotides fragment
including the first one (nucleotides 529-1263).

3.1 Molecular construction

Force measurement on a RNA fragment requires a partic-
ular molecular construction, because usually the two ends
of the molecule are very close one to the other, which
makes very difficult the direct connection with beads.

In this way, we chose a DNA /RNA hybrid duplex con-
struction. One starts by synthesizing by in vitro transcrip-
tion a 5662 nucleotides long RNA molecule, encompassing
the region of interest, located roughly at the middle of the
sequence. In addition, ds-DNA molecules with one of their
strand partially complementary to the RNA were obtained
by PCR. Each one of these strands has a functionalization
at its furthest end from the sequence of study: one by a bi-
otin molecule and the other by a digoxygenin molecule. Af-
ter hybridization of the RNA and the two DNA molecules,

a b

Fig. 5. Secondary structure of the RNA fragments a and b.

e

digoxygenin

- \ = biotin

DNA
Fig. 6. Schematic view of the RNA /DNA hybrid construction.

one finally obtains a construction (Fig. 6) where the RNA
we wish to investigate is flanked by two DNA/RNA “han-
dles”, which render the molecule long enough and allow
to manipulate it easily.

3.2 Unfolding RNA fragment a

The measurement is done exactly in the same way as the
one with DNA: the molecular construction is stretched
and the force measurement is done on the fixed bead. We
obtain, for example, the force-extension curve of Figure 7.
This force-extension curve displays a force drop around
16 pN with an amplitude of approximately 2pN corre-
sponding to RNA opening and consistent with the force
needed to open the DNA helix [3]. We will suppose that
during the opening the entire construction is unfolded; this
assumption appears rather probable, because we could ex-
ert forces up to 20 to 30% higher than the force needed to
open the first bases without observing another drop. It is
thus not very probable that paired bases remain.

An interesting aspect of this measurement is that it
is reversible. By approaching the beads, one observes a
drop opposed to the one obtained during the separation
(Fig. 7), and also an important hysteresis. Thus folding-
up is done approximately 1.5pN below unfolding where
extension is a hundred nanometers smaller. It is important
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Fig. 7. Force-extension curve on RNA fragment a presenting
a hystereris between stretching and relaxing.
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Fig. 8. RNA length measurement principle.

to note that this hysteresis is related to the speed by which
the construction is pulled apart, and it seems that one
can make it fall considerably by reducing this speed [6].
All experiments shown here are carried out by imposing a
speed of 100nms~! on the mobile trap.

Let us now extract from the measurements the length

changes of the molecular construction caused by unfold-
ing and refolding. For this purpose, we compare the bead
positions before and after unfolding or folding at a given
force (cf. Fig. 8). At given force the DNA/RNA hybrid
tension is constant, and thus its extension is also constant.
Thus the positions of the beads before and after unfolding
or folding directly give the length of the unfolded RNA.
A statistics of the measured length changes is presented
in Figure 9. Because of the hysteresis of approximately
1.5pN, the length measurements obtained during folding
and unfolding are separately counted:
ALunfolding =55.7£9.9 nm, ALfolding =51.149.9nm.
Although the experimental error is of the order of 20%, one
observes that the RNA length during unfolding is more
important than the one during folding because the applied
force is stronger.

.
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NN

7

20 40 60 80 100
Extension (nm)

Fig. 9. (Colour online) Histogram of length variation during
RNA fragment a folding and unfolding (blue: unfolding; red:
folding).

We will quantify this effect thanks to a relation pro-
posed by Marko and Siggia [16]. It interpolates a worm-like
chain model of polymer elasticity, and has been shown to
fit well to mechanical measurements on DNA and RNA.
The relation takes the following form:

re () i) @

The crystallographic length Lg is simply given by the fact
that each RNA nucleotide has a length of 0.43 nm [17], and
that there are 173 nucleotides. Application of this formula
enables us to determine the persistence length of single-
stranded RNA. A last subtlety in the length estimation
of the unfolded RNA fragment is that it is necessary to
take into account the distance separating the ends from
the chain before unfolding. This distance is given by the
diameter of the RNA helix (2.2nm); the neglect of this
geometrical issue would in our case lead to an overestima-
tion of the persistence length by about 3%. We obtain the
following persistence length:

L,=11+£0.6nm.

This value is in agreement with the literature data, for
experiments carried out under equivalent salinity condi-
tions [6].

3.3 Unfolding RNA fragment b

We now turn to our RNA stretching study on a much
longer fragment of 23S RNA, which comprises 732 nu-
cleotides. The molecular construction is prepared in the
same way as the preceding one. Once more the molecular
construction is stretched thanks to optical tweezers, and
force is plotted as a function of extension (Fig. 10). Un-
folding of this fragment b is very different from the one we
observed on the smaller fragment a. It is noticed first of
all that the structure unfolds per piece and not completely
in one step, and that the measurement is not reversible
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Fig. 11. Force-extension curve on RNA fragment b. Data is
shown for one fragment during a stretching/relaxing cycle.

(Fig. 11). A second observation is that the force measure-
ment is not as reproducible as the one observed for the
short RNA fragment. This observation was already done
on similar experiments by the Bustamante group [18] and
seems to be partly related to magnesium ion concentra-
tion. Indeed Mg2* ions are able to bind together certain
parts of RNA by electrostatic interaction, thus playing an
important role in the formation of the three-dimensional
structure of the ribosome. We thus varied Mg?* concen-
trations from 0 to 100 mM, but within the experimental
uncertainty we did not observe notable dependence of the
force curves on the magnesium ion concentration. In the
same way, we observed no effect from the ionic strength
in the range of 10 to 250mM of sodium chloride. It is
not excluded either that RNA folds differently after each
unfolding. The large variety of conformations will then
be reflected in the force measurements, and will reveal
transitions at different forces and with different ampli-
tudes. However, we observed that in almost 30% of stretch-
ings, the force signal presents two to three transitions dis-
tributed between 10 and 16 pN; the other curves present
either only one transition at a nonreproducible force, or no
transition at all. Some curves are reproducible, but they
are isolated cases (Fig. 12).
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Fig. 12. (Colour online) Green (), red (8) and black ()
curves are three successive unfoldings of the same RNA frag-
ment b. Curves are translated along the z-axis for a better
visualization. Green («) and red (8) curves show same transi-
tions (~ 1% of cases), and the black one (v) is totally different.

Conclusion

The use of a reflection-type double tweezer makes it pos-
sible to probe single molecules, even if the trap height to
the reflective surface is an important parameter that has
to be carefully controlled. The force-extension curves mea-
sured on single DNA molecules enable us to validate the
experimental setup. The study of the shortest RNA frag-
ment shows that its unfolding presents hysteresis. Mod-
elling of the measured single-strand elasticity is possible
and provides an estimation of the RNA persistence length.
The biggest RNA fragment seems to unfold with different
transitions. While some structures give quite expected re-
sponses [18], the majority of biologically relevant RNAs
should unfold in a much more complex way. The unfold-
ing experiments and modelling of highly complex RNA
structures may open a door to the determination of un-
known structures and their dynamics.

References

1. S.B. Smith, L. Finzi, C. Bustamante, Science 258, 1122
(1992).

2. S.B. Smith, Y.J. Cui, C. Bustamante, Science 271, 795
(1996).

3. B. Essevaz-Roulet, U. Bockelmann, F. Heslot, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 94, 11935 (1997).

4. J.K. Steven, M.D. Wang, Phys. Rev. Lett. 91, 028103
(2003).

5. U. Bockelmann, B. Essevaz-Roulet, F. Heslot, Phys. Rev.
E 58, 2386 (1998).

6. J. Liphardt, B. Onoa, S.B. Smith, I. Tinoco jr., C. Busta-
mante, Science 292, 733 (2001).

7. S. Harlepp, T. Marchal, J. Robert, J.-F. Léger, A.
Xayaphoummine, H. Isambert, D. Chatenay, Eur. Phys.
J. E 12, 605 (2003).

8. U. Bockelmann, Curr. Opin. Struct. Biol. 14, 368 (2004).

9. K. Svoboda, S.M. Block, Annu. Rev. Biophys. Biomol.
Struct. 23, 247 (1994).



108

11.

12.
13.

14.

ANNEXE D. EPJE 2006

P. Mangeol et al.: Probing DNA and RNA single molecules with a double optical tweezer 7

. U. Bockelmann, P. Thomen, B. Essevaz-Roulet, V. Vias-

noff, F. Heslot, Biophys. J. 82, 1537 (2002).

Biophys. J. 72, 1335 (1997).
T. Odijk, Macromolecules 28, 7016 (1995).

(Springer-Verlag, New York, 1988).
O. Legrand, D. Cote, U. Bockelmann,
Vol. 5514 (Dholakia, Spalding, 2004) p. 160.

Proc.

M.D. Wang, H. Yin, R. Landick, J. Gelles, S.M. Block,

W. Saenger, Principles of Nucleic Acid Structure

SPIE,

15. X. Zhuang, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 34, 399
(2005).

16. C. Bustamante, J.F. Marko, E.D. Siggia, S.B. Smith, Sci-
ence 265, 1599 (1994).

17. M.T. Record jr., C.F. Anderson, T.M. Lohman, Quart.
Rev. Biophys. 11, 103 (1978).

18. B. Onoa, S. Dumont, J. Liphardt, S.B. Smith, I. Tinoco
jr., C. Bustamante, Science 299, 1892 (2003).



Bibliographie

1]

2|

13l

4]

5]

[6]

17l

8]

19]

[10]

Ashkin, A. Acceleration and Trapping of Particles by Radiation Pressure. Physical
Review Letters 24(4), 156-159 (1970).

Metcalf, H. J. and van der Straten, P. Laser Cooling and Trapping of Neutral Atoms,
in The Optics Encyclopedia, 975-1014. Addison-Wesley (2004).

Ashkin, A., Dziedzic, J. M., Bjorkhlom, J. E., and Chu, S. Observation of a single-beam
gradient force optical trap for dielectric particles. Optics Letters 11(5), 288-290 (1986).

Lang, M. J. and Block, S. M. Resource Letter : LBOT-1 : Laser-based optical tweezers.
American Journal of Physics 71, 201 (2003).

Svoboda, K. and Block, S. M. Biological Applications of Optical Forces. Annual Reviews
in Biophysics and Biomolecular Structure 23(1), 247-285 (1994).

Viana, N. B., Rocha, M. S., Mesquita, O. N., Mazolli, A., Maia Neto, P. A., and Nus-
senzveig, H. M. Towards absolute calibration of optical tweezers. Physical Review E
75(2), 21914 (2007).

Ashkin, A. Forces of a single-beam gradient laser trap on a dielectric sphere in the ray
optics regime. Biophysical Journal 61(2), 569 (1992).

Gelles, J., Schnapp, B. J., and Sheetz, M. P. Tracking kinesin-driven movements with
nanometre-scale precision. Nature 331(6155), 450-453 (1988).

Gittes, F. and Schmidt, C. F. Interference model for back-focal-plane displacement
detection in optical tweezers. Optics Letters 23, 7-9 (1998).

Allersma, M. W., Gittes, F., deCastro, M. J., Stewart, R. J., and Schmidt, C. F. Two-
dimensional traking of ncd mobility by back focal plane interferometry. Biophysical
Journal 74, 1074-85 (1998).

[11] Smith, S. B., Cui, Y. J., and Bustamante, C. Optical-trap force transducer that operates

by direct measurement of light momentum. Methods in Enzymology 361, 134-162 (2003).

[12] Rohrbach, A., Kress, H., and Stelzer, E. H. K. Three-dimensional tracking of small

spheres in focused laser beams : influence of the detection angular aperture. Optics
Letters 28(6), 411-413 (2003).

109



110 BIBLIOGRAPHIE

[13] Bockelmann, U., Thomen, P., Essevaz-Roulet, B., Viasnoff, V., and Heslot, F. Unzipping
DNA with optical tweezers : high sequence sensitivity and force flips. Biophysical Journal
82(3), 1537-1553 (2002).

[14] Wang, M. D. and Ulhenbeck, G. E. On the Theory on Brownian Motion II. Reviews of
Modern Physics 17(2-3) (1945).

[15] Peterman, E. J. G., Gittes, F., and Schmidt, C. F. Laser-induced heating in optical
traps. Biophysical Journal 84(2), 1308-1316 (2003).

[16] Gosse, C. and Croquette, V. Magnetic tweezers : Micromanipulation and force measu-
rement at the molecular level. Biophysical Journal 82(6), 3314-3329 (2002).

[17| Rief, M., Oesterhelt, F., Heymann, B., and Gaub, H. E. Single molecule force spec-
troscopy on polysaccharides by atomic force microscopy. Science 275(5304), 1295-1297
(1997).

[18] Lang, M. J., Fordyce, P., Engh, A. M., Neuman, K. C., and Block, S. M. Simultaneous,
coincident optical trapping and single-molecule fluorescence. Nature Methods 1(2), 133~
139 (2004).

[19] Keyser, U. F., Koeleman, B. N., Van Dorp, S., Krapf, D., Smeets, R. M. M., Lemay,
S. G., Dekker, N. H., and Dekker, C. Direct force measurements on DNA in a solid-state
nanopore. Nature Physics 2(7), 473-477 (2006).

[20] Tskhovrebova, L., Trinick, J., Sleep, J. A., and Simmons, R. M. Elasticity and unfolding
of single molecules of the giant muscle protein titin. Nature 387(6630), 308-312 (1997).

[21| Carter, A. R., King, G. M., Ulrich, T. A., Halsey, W., Alchenberger, D., and Perkins,
T. T. Stabilization of an optical microscope to 0.1 nm in three dimensions. Applied
Optics 46(3), 421-427 (2007).

[22] Carter, A. R., Seol, Y., and Perkins, T. T. Precision Surface-Coupled Optical-Trapping
Assay with One-Basepair Resolution. Biophysical Journal 96(7), 2926-2934 (2009).

[23|] Smith, S. B., Cui, Y. J., and Bustamante, C. Overstretching B-DNA : The elastic
response of individual double-stranded and single-stranded DNA molecules. Science
271(5250), 795-799 (1996).

[24] Noom, M. C., van den Broek, B., van Mameren, J., and Wuite, G. J. L. Visualizing
single DNA-bound proteins using DNA as a scanning probe. Nature Methods 4(12),
1031-1036 (2007).

[25] Valentine, M. T., Guydosh, N. R., Gutierrez-Medina, B., Fehr, A. N., Andreasson, J. O.,
and Block, S. M. Precision steering of an optical trap by electro-optic deflection. Optics
Letters 33(6), 599-601 (2008).

[26] Neuman, K. C. and Block, S. M. Optical trapping. Review of Scientific Instruments
75(9), 2787-2809 (2004).



BIBLIOGRAPHIE 111

|27|] Reihani, S. N. S. and Oddershede, L. Optimizing immersion media refractive index
improves optical trapping by compensating spherical aberrations. Optics Letters 32(14),
19982000 (2007).

[28] Rinne, F. Zentr. Mineral. Geol. 1, 88 (1900).

[29] Inoué, S. Studies on depolarization of light at microscope lens surfaces I. The origin
of stray light by rotation at the lens surfaces. Exzperimental Cell Research 3, 199-208
(1952).

[30] Inoué, S. and Hyde, W. L. Studies on depolarization of light at microscope lens sur-
faces II. The simultaneous realization of high resolution and high sensitivity with the
polarizing microscope. The Journal of Cell Biology 3(6), 831-838 (1957).

[31] Mangeol, P. and Bockelmann, U. Interference and crosstalk in double optical tweezers
using a single laser source. Review of Scientific Instruments 79(8) (2008).

[32] Wuite, G. J. L., Davenport, R. J., Rappaport, A., and Bustamante, C. An integrated
laser trap/flow control video microscope for the study of single biomolecules. Biophysical
Journal 79(2), 1155-1167 (2000).

[33] Fuller, D. N., Gemmen, G. J., Rickgauer, J. P., Dupont, A., Millin, R., Recouvreux, P.,
and Smith, D. E. A general method for manipulating DNA sequences from any organism
with optical tweezers. Nucleic Acids Research 34(2) (2006).

[34] Odijk, T. Stiff chains and filaments under tension. Macromolecules 28(20), 7016-7018
(1995).

[35] Wang, M. D., Yin, H., Landick, R., Gelles, J., and Block, S. M. Stretching DNA with
optical tweezers. Biophysical Journal 72(3), 1335-1346 (1997).

[36] Zhang, W., Dunkle, J. A., and Cate, J. H. D. Structures of the Ribosome in Intermediate
States of Ratcheting. Science 325(5943), 1014-1017 (2009).

[37] Schuwirth, B. S., Borovinskaya, M. A., Hau, C., Zhang, W., Vila-Sanjurjo, A., Holton,
J. M., and Cate, J. H. D. Structures of the bacterial ribosome at 3.5 angstrom resolution.
Science 310(5749), 827-834 (2005).

[38] Selmer, M., Dunham, C. M., Murphy, F. V., Weixlbaumer, A., Petry, S., Kelley, A. C.,
Weir, J. R., and Ramakrishnan, V. Structure of the 70S ribosome complexed with
mRNA and tRNA. Science 313(5795), 1935-1942 (2006).

[39] Nowotny, V. and Nierhaus, K. H. Protein L20 from the large subunit of escherichia-coli
ribosomes is an assembly protein. Journal of Molecular Biology 137(4), 391-399 (1980).

[40] Raibaud, S., Vachette, P., Guillier, M., Allemand, F., Chiaruttini, C., and Dardel, F.
How bacterial ribosomal protein L20 assembles with 23 S ribosomal RNA and its own
messenger RNA. Journal of Biological Chemistry 278(38), 36522-36530 (2003).



112 BIBLIOGRAPHIE

[41] Mangeol, P., Cote, D., Bizebard, T., Legrand, O., and Bockelmann, U. Probing DNA
and RNA single molecules with a double optical tweezer. Furopean Physical Journal E
19(3), 311-317 (2006).

[42] Nierhaus, K. H. The assembly of prokaryotic ribosomes. Biochimie 73(6), 739-755
(1991).

[43| Nierhaus, K. H. and Wilson, D. N. Protein synthesis and ribosome structure : translating
the genome. Wiley-VCH (2004).

[44| Guillier, M., Allemand, F., Dardel, F., Royer, C., Springer, M., and Chiaruttini, C.
Double molecular mimicry in Escherichia coli : binding of ribosomal protein 120 to its
two sites in mRNA is similar to its binding to 23S rRNA. Molecular Microbiology 56(6),
1441-1456 (2005).

[45] Mehta, A. D., Rief, M., Spudich, J. A.; Smith, D. A.; and Simmons, R. M. Single-
molecule biomechanics with optical methods. Science 283(5408), 1689-1695 (1999).

[46] Bockelmann, U. Single-molecule manipulation of nucleic acids. Current Opinion in
Structural Biology 14(3), 368-373 (2004).

[47| Liphardt, J., Dumont, S., Smith, S. B., Tinoco, I., and Bustamante, C. Equilibrium
information from nonequilibrium measurements in an experimental test of Jarzynski’s
equality. Science 296(5574), 18321835 (2002).

[48| Collin, D., Ritort, F., Jarzynski, C., Smith, S. B., Tinoco, I., and Bustamante, C. Ve-
rification of the Crooks fluctuation theorem and recovery of RNA folding free energies.
Nature 437(7056), 231-234 (2005).

[49] Liphardt, J., Onoa, B., Smith, S. B., Tinoco, I., and Bustamante, C. Reversible unfolding
of single RNA molecules by mechanical force. Science 292(5517), 733-737 (2001).

[50] Greenleaf, W. J., Frieda, K. L., Foster, D. A. N., Woodside, M. T., and Block, S. M. Di-
rect observation of hierarchical folding in single riboswitch aptamers. Science 319(5863),
630633 (2008).

[51] Zuker, M. Mfold web server for nucleic acid folding and hybridization prediction. Nucleic
Acids Research 31(13), 3406-3415 (2003).

[52] Gerland, U., Bundschuh, R., and Hwa, T. Force-induced denaturation of RNA. Biophy-
sical Journal 81(3), 1324-1332 (2001).

[53| Saenger, W. Principles of nucleic acid strucuture. Springer-Verlag (1984).

[54] Buhot, A. and Halperin, A. Effects of stacking on the configurations and elasticity of
single-stranded nucleic acids. Physical Review E 70 (2004).

[55] Seol, Y., Skinner, G. M., Visscher, K., Buhot, A., and Halperin, A. Stretching of ho-
mopolymeric RNA reveals single-stranded helices and base-stacking. Physical Review
Letters 98(15) (2007).



BIBLIOGRAPHIE 113

[56] Bustamante, C., Marko, J. F., Siggia, E. D., and Smith, S. Entropic elasticity of lambda-
phage dna. Science 265(5178), 1599-1600 (1994).

[57|] Cordin, O., Banroques, J., Tanner, N. K., and Linder, P. The DEAD-box protein family
of RNA helicases. Gene 367, 17-37 (2006).

[58] Bhaskaran, H. and Russell, R. Kinetic redistribution of native and misfolded RNAs by
a DEAD-box chaperone. Nature 449(7165), 1014-U2 (2007).

[59] Dumont, S., Cheng, W., Serebrov, V., Beran, R. K., Tinoco, I., Pyle, A. M., and Bus-
tamante, C. RNA translocation and unwinding mechanism of HCVNS3 helicase and its
coordination by ATP. Nature 439(7072), 105-108 (2006).

|60] Cheng, W., Dumont, S., Tinoco, Jr., I., and Bustamante, C. NS3 helicase actively sepa-
rates RNA strands and senses sequence barriers ahead of the opening fork. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 104(35), 13954-13959
(2007).

[61] Yang, Q. and Jankowsky, E. The DEAD-box protein Dedl unwinds RNA duplexes by
a mode distinct from translocating helicases. Nature Structural € Molecular Biology
13(11), 981-986 (2006).

[62] Woodside, M. T., Behnke-Parks, W. M., Larizadeh, K., Travers, K., Herschlag, D., and
Block, S. M. Nanomechanical measurements of the sequence-dependent folding land-

scapes of single nucleic acid hairpins. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 103(16), 6190-6195 (2006).

[63] Guillier, M., Allemand, F., Raibaud, S., Dardel, F., Springer, M., and Chiaruttini, C.
Translational feedback regulation of the gene for L35 in Escherichia coli requires binding

of ribosomal protein L20 to two sites in its leader mRNA : A possible case of ribosomal
RNA-messenger RNA molecular mimicry. RNA-A 8(7), 878-889 (2002).

|64] Rivoire, M. and Ferrier, J. L. Cours d’automatique. Eyrolles edition, (1996).

[65] Horowitz, P. and Hill, W. The art of electronics. Cambridge Univ. Press, (1980).



