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Abstract :

Some natural systems known as Brownian ratchets use thermal fluctuations to extract
mechanical power. In these systems, diffusion is biased in order to achieve unidirectional
biological processes. Good examples are the molecular motors as kinesins or myosins
that walk on the cytoskeleton and use ATP to bias their movement. Another case is
the transport of mRNA between the nucleus and the cytoplasm through Nuclear Pore
Complexes (NPC). The NPC is a large molecular complex which selects molecules that
enter or exit the nucleus. It has been shown to be highly selective and directional. To study
the directional transport of biomolecules through the NPC, a simplified mimetic device
based on nanoporous membranes was designed. Our approach used near-field microscopy
technique, Zero Mode Waveguide for Nanopores. With this method single DNA molecules
translocation through nanopores was observed in real time. Ratchet agents which are
polycations that bind strongly to the DNA and cannot diffuse through the pore were
added on the exit side of the membrane. We quantified the effect of the ratchet agent on
the translocation frequency of DNA molecules and established the proof of principle of
the translocation ratchet. From these measurements, we defined a ratchet efficiency that
we characterized according to its geometrical and kinetics parameters and compared with
coarse grained modeling. We observed a critical length of 3 kbp for the DNA molecule to
trigger the ratchet effect, that we explained according to a DNA loop formation model.

Résumé :

Il existe dans la nature des systemes connus sous le nom de ratchets browniens qui uti-
lisent les fluctuations thermiques pour extraire un travail mécanique. Dans ces systemes,
la diffusion est biaisée de maniere a rendre possible des processus biologiques unidirection-
nels. Les moteurs moléculaires en sont de bons exemples, comme la kinésine et la myosine
qui se déplacent sur le cytosquelette et utilisent ’ATP pour biaiser leurs mouvements.
Un autre cas est le transport d’ARNm entre le noyau et le cytoplasme a travers le pore
nucléaire (NPC). Le pore nucléaire est un complexe moléculaire massif sélectionnant les
molécules qui peuvent entrer ou sortir a travers le noyau. Le pore nucléaire a été prouvé
comme tres sélectif et directionnel. Pour étudier la directionnalité du transport de biomo-
lécules a travers le pore nucléaire, nous avons développé un systeme simplifié mimétique
basé sur les membranes nanoporeuses. Notre approche s’est basée sur une technique de
microscopie de champ proche, le Zero-Mode Waveguide pour nanopores. Avec cette mé-
thode, nous avons observé la translocation en temps réel de molécules d’ADN uniques
a travers des nanopores. Des agents de ratchet, constitués de polycations se liant forte-
ment & 'ADN et ne pouvant pas diffuser a travers le pore, ont été ajoutés a la sortie
des nanopores. Nous avons quantifié 1'effet de ces agents de ratchet sur la fréquence de
translocation des molécules d’ADN et mis en évidence le fonctionnement expérimental
du mécanisme de ratchet de translocation. A partir de ces mesures, nous avons défini
une efficacité de ratchet que nous avons caractérisée par rapport a ses parametres géomé-
triques et cinétiques puis nous l'avons comparée a des modeles phénoménologiques. Nous
avons notamment observé 'existence d’une longueur critique de 3 kbp pour la taille de la
molécule d’ADN pour activer 'effet de ratchet, ce que nous avons expliqué a partir d'un
modele de formation de boucles d’ADN.
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Chapitre

Transport membranaire dans les cellules

La cellule, unité de base de la structure du monde vivant, s’organise en compartiments :
en premier lieu sa couche externe, appelée membrane plasmique, formée d’une bicouche
lipidique et délimitant les contours de la cellule (Fig.1.1). La cellule est un systeme ouvert,
elle nécessite des échanges permanents entre son milieu intérieur et son environnement
pour le maintien de son métabolisme : eau, sucres, ions, protéines, lipides, etc.

pores nucléaires

organites

macromolécules
(protéines.)

x%$

reticulum
endoplasmique

membrane plasmique

FIGURE 1.1 — Organisation d’une cellule eucaryote.

La cellule peut également posséder des sous-compartiments autres que sa membrane
plasmique ; on les appelle organites, car ils sont a la cellule ce que les organes sont au corps
humain : des sous-unités compartimentées et assurant une fonction spécifique (Fig.1.1).
Le plus connu d’entre eux est le noyau cellulaire, donnant la famille des eucaryotes ("qui
possedent un noyau"), en comparaison aux procaryotes ("qui ne possedent pas de noyau").
Le noyau cellulaire est le centre de controle de la cellule, il contient I'information génétique,
I’ADN (acide désoxyribonucléique), un copolymere structuré en double hélice et constitué
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Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

de la répétition de monomeres d’adénine, de thymine, de cytosine et de guanine (A, T,C,G),
appelés bases. Ces bases sont complémentaires deux a deux (A-T et C-G) entre les deux
brins formant la double hélice. Les bases s’organisent en séquences appelées génes, chaque
gene servant a la production d'une protéine spécifique. Les protéines sont des polymeres
d’acides aminés exercant des fonctions diverses nécessaires au métabolisme de la cellule. I1
existe un grand nombre d’organites, selon les especes, comme les mitochondries (Fig.1.1),
qui sont les centrales énergétiques de la cellule et responsables de la production d’ATP
via la respiration cellulaire. L’ATP (adénosine triphosphate) est une petite molécule de
507 Da utilisée par la cellule comme source d’énergie chimique pour catalyser la majorité
des réactions biologiques, comme la synthese des protéines (traduction) ou le transport
actif de molécules a travers la cellule. Pour cela, I’ATP hydrolyse son groupe phosphate
terminal, ce qui libere entre 20 et 30 kg T, selon I'environnement physiologique[l] (1 kgT
correspond a l'énergie thermique accessible dans un bain thermostaté a une température
T : & température ambiante, soit 25°C, on a 1 kgT = 4,114 pN.nm).

Le plus souvent, les molécules ne sont pas produites au niveau de leur site d’action, ou
elles doivent d’abord passer par un certain nombre de transformations avant d’acquérir
leur forme physiologique. C’est le cas par exemple des ARNs (acides ribonucléiques),
copies simple brin de portions d’ADN génomique (& 'intérieur du noyau), servant de codes
pour la syntheése des protéines hors du noyau au niveau des ribosomes. Par conséquent,
le transport de ces molécules d’'un compartiment a l'autre de la cellule est une étape
essentielle au métabolisme cellulaire.

Du fait de la barriere physique que constituent les membranes biologiques, la cellule
a développé un grand nombre de stratégies spécifiques selon le type de molécules a trans-
porter, associées a des canaux de translocations adéquats. Ces canaux sont des complexes
protéiques transmembranaires qu’on appelle translocons. Le chapitre 2 de ce manuscrit est
exclusivement consacré a la description des translocons les plus étudiés de la littérature.
Parmi les stratégies de translocation développées par la cellule, on distingue 2 mécanismes
de transport distincts : la diffusion simple (ou transport passif) et le transport actif. La
différence entre les deux vient du sens de la translocation par rapport aux potentiels
chimiques de part et d’autre de la membrane. La différence de potentiels chimiques est
donnée par la relation de Nernst :

Api = kyTln (?) +re(Vi—Vh), (1.1)
2

ou C1/Cy et V1 /V4 sont respectivement les concentrations et potentiels du soluté de part et
d’autre de la membrane et z.e est sa charge électrique ; pour les especes neutres, z = 0 (z :
valence de la charge). On peut établir une différence de potentiel typique AV en compa-
rant ’énergie thermique kT et la charge élémentaire e, ce qui donne AV = kgT'/e ~ 25
mV. Avec cette échelle, un transport de charge s’effectuant sous champ électrique nécessite
une différence de potentiel supérieure a 25 mV pour compenser 'agitation thermique.

Dans le cas du transport passif, le soluté diffuse dans le profil d’enthalpie libre et
descend le gradient électrophorétique. A 'inverse, dans le transport actif, le soluté remonte
le profil d’enthalpie libre et doit ainsi franchir une barriere dont la hauteur est fixée par
la différence de potentiels chimiques donnée dans I’équation (1.1).

Le gradient électrophorétique n’est pas la seule composante de la barriere énergétique
dans le cas du transport actif, le confinement du soluté dans le pore durant la translocation
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1.1. Transport passif

réclame un cotit entropique. Cette composante entropique est d’autant plus grande que le
rapport d’échelle entre le soluté et le diametre du pore est proche de 1 et que le confinement
nécessite un changement de conformation du soluté, comme la dénaturation d’une protéine
par exemple. Dans le cas d’un ion de faible masse moléculaire comme 'ion sodium, ce cofit
entropique est négligeable en comparaison du cotit enthalpique pour remonter le gradient

électrophorétique; en revanche, pour une protéine, la variation d’entropie est telle que
3

AS x kg (%) 2] : pour une protéine de 3 nm de diametre passant a travers un pore

de 1 nm de diametre, le cotit entropique serait d’environ 9 kgT'.
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FIGURE 1.2 — Les différents types de transport membranaire : (orange) diffusion simple,
ou le transport suit le gradient de concentration pour les molécules liposolubles ou les
gaz; (rouge,vert) diffusion facilitée, qui requiert des pores protéiques transmembranaires
sélectionnant les molécules pour la translocation et pouvant changer de conformation au
cours du processus (mais sans apport extérieur d’énergie) ; (bleu) transport actif, qui re-
quiert un complexe protéique transmembranaire consommant de 1’énergie (souvent des
molécules d’ATP) pour réaliser des translocations a I'encontre du gradient de concentra-
tion. (Extrait du site personnel de E. Jaspard -http ://biochimej.univ-angers.fr/ - Droits
réservés).

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons a ces trois types de pores, décrivant les
spécificités de chacun en les illustrant de différents exemples biologiques. Nous terminerons
par la description d’'un cas particulier de transport actif, appelé le ratchet brownien, qui
est le mécanisme au coeur de ce manuscrit.

1.1 Transport passif

1.1.1 Transport diffusif a travers la membrane

Le transport passif se définit comme la diffusion d’un soluté selon le gradient de concen-
tration sans source extérieure d’énergie. Le transport du soluté s’effectue selon la loi de
Fick :

J=-DVC(, (1.2)
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Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

ol J est le flux en soluté (en mol.s™'.m™2), D le coefficient de diffusion (en m?.s™!') du
soluté et C sa concentration (en mol/m?).

Seules les molécules lipophiles et apolaires sont susceptibles de traverser des mem-
branes par diffusion, comme les hormones stéroides ou les acides gras; pour les autres
types de molécules, elles ne pourront traverser cette barriere qu’a condition d’étre de
petite taille (typiquement des gaz comme Os ou Ny).

En tant que processus passif, la diffusion n’est pas régulée et sa vitesse n’est fonction
que de la concentration en soluté. Ainsi le transport s’effectue jusqu’a I'obtention d’un
équilibre des concentrations entre les deux compartiments de la membrane. De plus, le
transport passif est un processus relativement lent en raison de 1’étape d’incorporation du
soluté au sein de la bicouche lipidique, qui freine sa diffusion.

Parmi les molécules polaires susceptibles de diffuser a travers les membranes, on peut
citer le cas particulier de la molécule d’eau : en effet, bien qu’elle puisse diffuser a travers
des bicouches lipidiques, les flux d’eau a travers les organes et cellules du corps humain
(composé a pres de 65% d’eau), via la respiration ou la transpiration par exemple, ne
peuvent pas étre expliqués par une diffusion simple de l'eau a travers les membranes
biologiques.

1.1.2 Diffusion a travers un pore protéique

Pour expliquer ce paradoxe, I'existence d'un transporteur dédié au transport de l'eau a
travers les cellules était suspecté, jusqu’a sa découverte en 1988 par Denker et coll.[3], qui
a valu le prix Nobel de chimie en 2003 a Peter Agre, partagé avec Roderick MacKinnon.
Ce transporteur, une protéine de 28 kDa, est appelé aquaporine et fait partie de la famille
des transporteurs a diffusion facilitée.

En effet, pour les solutés insolubles dans les membranes lipidiques, le transport a
travers la membrane s’effectue via un complexe protéique transmembranaire spécifique
du soluté, appelé uniport, ce qui permet la translocation de tous types de molécules :
hydrophiles ou hydrophobes, polaires ou apolaires, etc. Le transport passif a travers un
pore transmembranaire est également appelé diffusion facilitée.

Il existe différents types de transporteurs par diffusion a travers un pore :

— les canaux ioniques de communication cellulaire : ce sont des complexes protéiques
permettant ’échange de molécules entre deux cellules adjacentes. Citons par exemple
le cas de la jonction communicante, un canal composé de deux structures appelées
des connexons dans chaque membrane cellulaire. Les connexons sont eux-mémes
des hexameres de connexines organisées de maniere a former un pore de 1,4 nm
de diametre, pour une hauteur totale de la jonction de 15 nm[4]. Avec cette taille,
les jonctions communicantes peuvent transporter des ions, des hormones et tout
type de molécules d'une masse inférieure & 1 kDal[5]. La spécificité des jonctions
communicantes provient de l'organisation interne de leur pore et des interactions
spécifiques entre les résidus le composant et les solutés. Par exemple, les jonctions
communicantes formées par les connexines Cx50, Cx46 ou Cx26 sont spécialisées
dans le transport facilité de cations[4].

— les canaux ioniques a stimuli : ces complexes protéiques sont spécialisés dans le trans-
port d’ions, avec la particularité de pouvoir s’ouvrir sous 'action d’un stimulus ex-
térieur : liaison avec un ligand spécifique ou modification du potentiel membranaire.



1.1. Transport passif

Ce type de canaux est capable de faire transiter plus de 10° ions par secondel6], ceci
pour un pore d’un diamétre de 5A pour le canal potassique par exemple[7]. Les
canaux ioniques jouent un role primordial dans le processus de potentiel d’action en
permettant le passage d’ions a travers la membrane suite & sa dépolarisation[8].

— les porines : les porines sont des complexes protéiques transmembranaires spécialisés
dans la translocation de molécules tres spécifiques; a chaque porine correspond un
type de molécule donné. La structure, généralement en feuillets 3, forme un pore
d’un diamétre variable selon la porine, généralement 1-2 nm[9, 10] et méme 2.8 A
pour "aquaporine[11].

Le cas de I'aquaporine est intéressant pour illustrer le principe de la diffusion facilitée :
comme il a été expliqué dans la partie 1.1, ce transporteur a été découvert suite aux
recherches menées pour lever le paradoxe sur les flux hydriques a travers les cellules du
corps humain, entre les volumes brassés par 1'organisme (un rein pouvant filtrer jusqu’a
100 L d’eau par jour pour une personne en bonne santé[12]) et la vitesse réduite de
la diffusion des molécules d’eau a travers des membranes lipidiques. La découverte de
l'aquaporine a été réalisée par Denker et coll.[3], ce qui a valu le prix Nobel de chimie
pour Peter Agre en 2003.
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FIGURE 1.3 — Structure de 'aquaporine : A) Structure quaternaire de 'aquaporine en
tant qu’homotétramere, avec un monomere composé de 6 hélices-a. B) Représentation

schématique de la translocation de molécules d’eau a travers le canal de 'aquaporine.
(Extraits de [13, 14]).

L’aquaporine est donc un complexe protéique transmembranaire de 28 kDa, existant
chez de nombreuses especes, notamment 13 aquaporines différentes identifiées pour 1'hu-
main[15, 16]. Sa structure est sous forme d’homotétramere, chaque monomere étant com-
posé de 6 hélices-a. L’ensemble forme un pore en forme de sablier dont le diametre le
plus fin (au niveau des résidus His 201 et Arg 216) fait 2.8 A[11], ce qui est équivalent au
diametre de Van der Waals d’une molécule d’eau[17].

La sélectivité de 'aquaporine lui vient de sa structure en forme de sablier, les molé-
cules d’eau sont progressivement alignées lors de leur transport par diffusion a travers le
canal, jusqu’au goulot de 2.8 A ne permettant le passage que d’une seule molécule & la
fois[18]. Une étude théorique de Gravelle et coll.[19] a montré que 'angle du céne d’entrée
de 'aquaporine était optimisé par rapport a sa longueur pour maximiser la perméabilité
du pore, assurant ainsi un transport optimal de ’eau a travers la membrane. Pour cela,
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Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

les auteurs ont développé un modele analytique de I’écoulement du fluide a travers I’aqua-
porine, avec un écoulement axisymétrique 2D a bas nombre de Reynolds. L’équation de
Navier-Stokes a été résolue par une méthode d’éléments finis avec différentes conditions
aux limites, allant de I’absence complete de longueur de glissement a un glissement total
du fluide sur les parois. Dans ce modele simplifié de ’aquaporine, la résistance hydraulique
totale R du pore est estimée a partir de la relation suivante :

-3

R= Co;ﬁ [(1 + Ltana) + sina] : (1.3)
a a

avec (s, une constante égale a 3,75, n la viscosité, a le rayon du pore au niveau de son

col, L la longueur du cone d’entrée et a son angle.

En minimisant la relation (1.3) par rapport & «, on trouve que I'angle d’ouverture
maximisant la perméabilité du pore o, évolue en loi d’échelle comme (L/a) 1 La figure
1.4A. représente I'angle d’ouverture de différents types d’aquaporines selon le rapport
L/a; sur le méme graphique est représentée une zone grisée correspondant & la région
maximisant la perméabilité du pore, dont I'extension est dépendante de la largeur b au
col (b/a = 1-5). A partir de ce graphique, les auteurs ont montré que ’angle optimal pour
la perméabilité de 'aquaporine a été sélectionné par I’évolution.
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FIGURE 1.4 — Sélectivité de 'aquaporine : A) Angle o du cone d’entrée de 'aquaporine en
fonction de sa longueur pour différents types d’aquaporines ; (zone grisée) région théorique
maximisant la perméabilité du pore. B) La structure de I'aquaporine dispose de trois
éléments assurant la sélectivité du pore pour les molécules d’eau : exclusion des cations
par répulsion électrostatique des résidus His180 et Argl195, sélection en taille par un goulot
d’étranglement de 2.8 A et réorientation dipolaire par la paire de résidus Asn192 et Asn76.
(A extrait de [19]; B extrait de [16]).

Apres le passage du goulot (sélection en taille), la molécule d’eau est renversée par
une réorientation de son dipodle, ce qui la libere temporairement des ses liaisons H avec
les molécules en amont et en aval, 'isolant de la file (Fig.1.4B)[20] ; ce mécanisme permet
a la fois de favoriser ’éjection du pore de la molécule d’eau, ce qui accélere le transport,
mais également de prévenir la translocation d’ion oxonium H3zO™ par rupture de la liaison
H lors de 'inversion du dipole.
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1.2. Transport actif

Pour empécher les autres molécules que 'eau de pénétrer dans le pore, 'aquaporine
dispose donc de trois atouts : exclusion des molécules plus grandes que 2.8 A par son
goulot d’étranglement, ’exclusion des cations grace a ses résidus His180 et Argl95 et la
réorientation dipolaire par les résidus Asnl192 et Asn76 (Fig.1.4B)[21, 22, 23]. L’exclusion
des cations par répulsion électrostatique est essentielle pour éviter la translocation de
protons et cations accompagnant les molécules d’eau, susceptibles de perturber le potentiel
de la membrane. Une étude de Chen et coll.[22] a montré par simulation en dynamique
moléculaire qu’une mutation de la paire de résidus His180 et Argl95, responsables de

la répulsion des protons a l'entrée de 'aquaporine, entrainait une baisse de pres de 20
kcal/mol (environ 34 kgT).

1.2 Transport actif

A T'inverse du transport passif, le transport actif se définit par son besoin en apport
d’énergie extérieure, chimique ou électrostatique[24, 25, 26]. Grace a cet apport en énergie,
les transporteurs actifs se présentent comme des machines thermodynamiques capables de
transporter des solutés a I’encontre du gradient de concentration (d’ou la nécessité d'un
apport énergétique) ou pour permettre de franchir une barriere entropique (par exemple
dans le cas de la translocation d'une protéine a travers un pore étroit, impliquant alors
un confinement de la protéine dans le pore).

1.2.1 Classifications

En tant que catalyseur du transport de molécules, les transporteurs actifs sont consi-
dérés comme des enzymes, qu’on nomme alors translocases. Autrefois, la translocase était
exclusivement le nom donné au complexe protéique responsable de la translocation de
I’ARN a travers le ribosome lors de sa traduction, aujourd’hui appelé EF-G (elonga-
tion factor G)[27]. Depuis la découverte d’autres complexes enzymatiques permettant la
translocation de molécules diverses, ce terme a été élargi pour désigner l’ensemble de
ces complexes. Dans la classification des enzymes, les translocases sont désignées par la
classe EC 7 (enzyme commission)[28]; elles sont ensuite subdivisées selon la nature des
molécules qu’elles transportent, comme la classe EC 7.1 pour les transporteurs de protons
ou EC 7.4 pour les acides aminés et les peptides. Cette derniere classe fera I'objet d’une
étude détaillée dans le chapitre 2. Au-dela d’une classification selon le type de molécules
transportées, il est possible de distinguer les transporteurs actifs selon la source d’énergie
les alimentant : transporteurs actifs primaires ou secondaires.

1.2.2 Transporteurs actifs primaires

Les transporteurs actifs primaires correspondent aux transporteurs se servant de 1'hy-
drolyse de 'ATP pour générer un transport a I’encontre du gradient électrochimique ou
pour faciliter le franchissement d’une barriere entropique. C’est le cas par exemple de
la pompe sodium-potassium (Fig.1.5)[29, 30] : cette pompe collecte d’abord passivement
trois ions sodium dans sa cavité, puis ’hydrolyse d'une molécule d’ATP provoque la fer-
meture de la cavité par phosphorylation de la pompe et 'ouverture de 'autre extrémité
du pore, relachant ainsi les ions sodium précédemment capturés. Lorsque la cavité a été
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débarrassée de ses ions sodium par simple diffusion, deux ions potassium sont captés par
le pore avant d’étre relargués de 'autre coté de la membrane lors de la déphosphorylation
de la pompe puis I'association d’une nouvelle molécule d’ATP.

Du point de vue énergétique, la pompe sodium-potassium fonctionne de fagon opti-
male : en effet, d’apres la relation (1.1), la barriere d’énergie pour contrer le gradient
électrophorétique s’éleve a environ 6 kg1 (en prenant C; = 145 mM, Cy = 10 mM, z =1
et V1 — Vo = 85 mV) par ion sodium transporté. En sachant que 3 ions sodium sont
transportés simultanément par la pompe sodium, 1’énergie nécessaire pour le fonctionne-
ment de la pompe sodium doit étre de 18 kgT'[31]. La source d’énergie utilisée est celle de
I'hydrolyse de I’ATP, qui fournit environ 20 kgT'[1], ce qui correspond quantitativement
au fonctionnement optimal de la pompe pour le nombre d’ions transportés.

Avec ce mécanisme, un cycle d’hydrolyse d’ATP permet le transport de deux ions
différents en sens opposés a ’encontre de leur gradient de concentration, ce qui n’aurait
pas été possible avec une diffusion simple ou facilitée. Lorsque le complexe protéique est
capable de transporter deux especes ou plus, on le qualifie de cotransporteur, avec la
dénomination antiport lorsque les especes transportées dans le cycle ATPase le sont dans
des directions opposées (comme c’est le cas pour la pompe sodium-potassium), ou symport
si la direction est la méme, comme les cotransporteurs glucose sodium dépendant[24, 30,
32].

Extracellular space Mat
L Sndium ®
o L

S .
Cell membrane
tﬁtﬁ /e

ATF“> ®
»

concentration

Intracellular space gt

FI1GURE 1.5 — Schéma du mécanisme de fonctionnement de la pompe sodium-potassium.
(Extrait de [33]).

1.2.3 Transporteurs actifs secondaires

Les transporteurs actifs secondaires se servent d’un gradient électrochimique pour le
transport d’une molécule contre son propre gradient de concentration. Ce gradient élec-
trochimique peut étre lui-méme issu de l'activité d’un transporteur actif primaire, comme
le gradient généré par 'activité de la pompe sodium-potassium, d’ou 'appellation de
transport actif secondaire. C’est le cas en particulier des cotransporteurs glucose sodium
dépendant précédemment cités[32, 34] : I'activité de la pompe sodium-potassium parti-
cipe a la génération d'un gradient électrochimique de part et d’autre de la membrane, qui
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tend a se ré-équilibrer par diffusion des ions sodium le long de leur gradient. Le transpor-
teur sodium glucose (Sodium-Glucose Linked Transporter, SGLT), un symport constitué
d’hélices-a transmembranaires (11 pour SGLT1, 14 pour SGLT2[34, 35]), utilise le gra-
dient d’ions sodium pour transporter simultanément deux ions sodium avec une molécule
de glucose (Fig.1.6); les ions sodium descendent leur gradient de concentration et four-
nissent 1’énergie nécessaire a la molécule de glucose pour remonter son propre gradient.

Dans le cas du transporteur glucose-sodium, le gain en énergie apporté par le transport
des deux ions sodium est de 12 kgT" environ ; avec cette énergie, le glucose est capable de
remonter son gradient de concentration d'un facteur 10°.
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FIGURE 1.6 — Schéma du mécanisme de fonctionnement de la pompe sodium-glucose.
(Extrait de [36]).

1.2.4 Transporteurs actifs d’acides nucléiques et de protéines

Certains transporteurs biologiques ont développé des stratégies plus complexes que
les exemples présentés auparavant, en raison notamment de la complexité des objets a
transporter : ADN, ARN, protéines, etc. Le cotit énergétique pour assurer la translocation
de telles molécules peut étre bien plus élevé que I’énergie récupérée par I’hydrolyse d'une
molécule d’ATP, en raison notamment de colit entropique en cas de confinement dans
un pore étroit ou enthalpique si la translocation nécessite ’absence de structures rigides
ou bien trop grandes sur la molécule par rapport au pore (structures secondaires pour
les protéines, double brin pour I’ADN...). Par exemple, la myoglobine, une protéine de 17
kDa chargée de stocker I'oxygene dans les muscles, nécessite une enthalpie libre de 16 kgT'
pour étre dénaturée, ou encore le lysozyme, une protéine de 17 kDa, chargée de lyser la
paroi bactérienne des bactéries Gram +, requiert environ 23 kg1 pour étre dénaturée(37,
38, 39]. Pour ces molécules, I’hydrolyse de ’ATP n’est pas ou peu suffisante pour assurer
la translocation, elles nécessitent d’autres mécanismes.
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Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

Une stratégie développée par un certain nombre de complexes protéiques consiste a
sélectionner les mouvements diffusifs de la molécule uniquement s’ils vont dans le sens de
la translocation et interdire tous les autres : ¢’est ce qu’on appelle un ratchet brownien.
Ces systemes biologiques font ’objet du chapitre 2, ot les exemples les plus étudiés seront
décrits en détail. La suite et fin de ce chapitre développe le modele du ratchet brownien,
au coeur de ce manuscrit.

1.3 Ratchet brownien

1.3.1 Machine Ratchet and pawl

L’idée du ratchet brownien a été développée initialement en 1912 par le physicien
Marian Smoluchowski[40], connu pour ses travaux en physique statistique sur les processus
de diffusion, en réponse au paradoxe soulevé par Gabriel Lippmann ! 2 en 1900 & I'occasion
du Congres International de Physique de Paris [41] concernant la possibilité d’extraire un
travail a partir de molécules de gaz en mouvement, méme avec une température uniforme,
ce qui est contraire au principe de Carnot. Le systéme du ratchet brownien sera par la
suite popularisé par Richard Feynman dans ses cours de physique a Caltech[42] sous la
forme du systeme ratchet and pawl (Fig.1.7) : le systeme considéré est celui de deux roues
couplées entre elles via un axe. La premiere roue, une simple pale symétrique, est située
dans un bain thermique & une température T ; sous I'effet des chocs avec les particules de
fluide soumises au mouvement brownien, la pale est libre de fluctuer dans les deux sens de
rotation. La seconde roue est une roue crantée, donc asymétrique, couplée a un cliquet ;
par conséquent, cette roue crantée n’est autorisée a tourner que dans une seule direction ;
I’ensemble de la roue crantée et du cliquet est situé dans un bain thermique a température
T égale a celle du premier bain thermique. Avec ce systéme, on pourrait aisément penser
que la pale sert de moteur et entraine la roue crantée lorsque les chocs erratiques des
particules sur la pale ’entrainent dans le sens de la roue crantée ; autrement la rotation
inverse de la pale est prohibée par le systeme de cliquet. En accrochant une masse a l'axe
entre les deux roues, on pourrait penser que la masse serait progressivement soulevée sous
I'effet des fluctuations sélectionnées par le systeme. Ce systeéme décrit le principe a la base
du mécanisme de ratchet brownien : un systéme capable de sélectionner des fluctuations
browniennes dans une direction donnée afin d’en extraire un travail exploitable.

Ce mécanisme ratchet and pawl n’est cependant pas physiquement réalisable, confor-
mément au second principe de la thermodynamique : pour un systeme macroscopique
a l'équilibre, il est impossible d’extraire un travail a partir de fluctuations thermiques
d’une seule source thermique. En effet, si on considére une machine thermique, le rende-
ment maximal correspond au rendement de Carnot, c¢’est-a-dire au cas ou les processus
en jeu sont réversibles et ne produisent donc pas d’entropie. Ce rendement 7 est tel que

W

=120, = 11— %, ou W est le travail fourni par la machine, ) la chaleur fournie par la

1. 1l est intéressant de noter que la genése du ratchet brownien est souvent attribuée a tord a Richard
Feynman, alors que l'article fondateur de ce mécanisme est celui de Marian Smoluchowski, en allemand,
lui-méme en réponse a celui de Gabriel Lippmann, en francais. Nous pouvons observer ici tout 'intérét
d’une langue universelle pour la communication scientifique!

2. Le lecteur attentif remarquera le paradoxe de la réflexion précédente dans une these elle-méme
rédigée en francais : Hoc erat in votis.
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1.3. Ratchet brownien

FIGURE 1.7 — Machine Ratchet and pawl de R. Feynman : une pale symétrique est plongée
dans un bain thermique a température T; et est, de ce fait, soumise a un mouvement
brownien, c¢’est-a-dire isotrope et erratique. Cette pale est reliée a une roue crantée, elle-
méme reliée a un cliquet. Cette roue crantée se situe dans un bain thermique a une
température T5. Une masse m est suspendue a 1’axe reliant les deux roues et est soulevée
par le mécanisme du ratchet brownien. (ratchet en anglais) (Extrait de [43]).

source chaude et T, et T} sont respectivement les températures des bains froid et chaud.
Le rendement de la machine est nul dans le cas ou les deux bains sont a la méme tempé-
rature. Dans le cas réel, avec production d’entropie, le rendement est méme encore plus
faible que celui du cycle de Carnot, c¢’est pourquoi une machine thermique ne peut pas pro-
duire un travail utile a partir d’'une seule source thermique. Le lecteur intéressé trouvera
plus de détails sur les notions de rendement énergétique pour les moteurs moléculaires
dans les revues suivantes : Parrondo et de Cisneros [44], Zimmermann et Seifert[45], Li et
Toyabe[46].

Le systeme du ratchet brownien nécessiterait d’étre a une échelle nanométrique pour
que les collisions des molécules de gaz sur les pales puissent produire un déplacement
non-négligeable. A cette échelle, le ressort agissant sur le cliquet de la roue dentée serait
également animé d’une dynamique brownienne, tout comme la roue dentée elle-méme.
Pour pouvoir tourner d'un cran sur la roue dentée, les pales doivent fournir 1’énergie
nécessaire pour compenser ’énergie élastique e du cliquet ; si ’énergie fournie est inférieure
a €, le cliquet exerce une pression sur la dent de la roue qui la ramene dans sa position
initiale. Si les deux bains thermiques sont a la méme température, alors une énergie
thermique égale a ¢ peut également étre fournie a la roue dentée et au cliquet par le
second bain thermique, par simples fluctuations. Lorsque le cliquet subit une fluctuation
de €, la roue dentée est libre de fluctuer dans les deux sens de rotation de maniere isotrope.
Ainsi, la roue dentée a une rotation nulle en moyenne, ce qui invalide le fonctionnement
de la machine ratchet and pawl.

Pour aller plus loin, on peut intégrer dans le bilan d’énergie le couple L# pour soulever
la masse par rotation d’un cran 6 de la roue dentée : la probabilité que la roue dentée
tourne pour lever la masse est alors proportionnelle a exp (—i}g;f), contre exp (— kBETQ)
pour le sens inverse. Les températures sont prises a partir des bains thermiques fournissant
la chaleur pour la transformation. Avec I'’hypothese que les préfacteurs des deux taux

de transitions soient identiques, on montre facilement que la roue tourne de maniere a
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Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

lever la masse si la température du premier bain thermique (avec les pales) est plus
grande que celle du second bain (avec le ratchet), conformément au second principe de la
thermodynamique.

On peut tracer I’évolution de la vitesse de rotation w de la roue dentée en fonction
du couple L6# dans le cas ou les deux bains thermiques sont a la méme température T
(Fig.1.8) :

w=(ky —k_)0 (1.4)
9 _ Lb+e __€
= — <@ kBT — e kBT> (1.5)
T
0 __ __Lo_
= — kBT kpT — 1 1
7_6 (6 ) , ( 6)

oll k; et k_ sont les taux de transition de la roue dans le sens direct ou indirect et 77!
est le préfacteur de ces taux de transition.

FI1GURE 1.8 — Vitesse angulaire de la machine ratchet and pawl en fonction du couple L6.
(Extrait de [42]).

La vitesse angulaire de la roue dentée n’est positive (sens direct, levage de la masse)
qu’avec un couple négatif, ce qui n’est pas réalisable physiquement.

Pour que cette machine fonctionne, il est nécessaire que le premier bain thermique, ou
se situent les pales, soit a une température plus élevée que celle du bain ou se situent la
roue dentée et le cliquet, ce qui revient a créer un moteur ditherme classique. De plus, le
moteur ne pourrait fonctionner qu’a la condition d’une parfaite indépendance thermique
entre les deux bains thermiques, ce qui est impossible du fait du couplage mécanique entre
les deux roues. J. M. R. Parrondo et P. Espanol[47] ont également publié une critique de
I’étude de Feynman sur la machine ratchet and pawl, remettant en cause certaines de ses
hypothéses de travail, comme la réversibilité des processus élémentaires, conduisant a une
absence de dissipation et un rendement proche de celui du rendement de Carnot dans le
cas ou les deux bains thermiques sont a des températures différentes.

Cette objection vient de la présence de deux bains thermiques en contact via le mé-
canisme du ratchet, ce qui ne peut pas conduire a un état d’équilibre et une production
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1.3. Ratchet brownien

d’entropie nulle. Ces remarques ne concernent que le calcul du rendement de la machine
par Feynman[42] mais ne remettent pas en question les conclusions qu’il en tire.

Parrondo et Espafiol suggerent de remplacer 'apport d’énergie du second bain ther-
mique vers le premier (contenant les pales) provenant d’une rotation indirecte de la roue
dentée (en remontant les crans) LO+ € par (1—-y)(L0+¢), avec v un facteur de dissipation
rendant compte de lirréversibilité du processus. Avec ce facteur de dissipation, les deux
bains tendent a s’équilibrer, diminuant progressivement le rendement de la machine.

Ainsi, comme 'assure le second principe de la thermodynamique, en moyenne pour un
systeme macroscopique a 1’équilibre, il est impossible de tirer un travail exploitable d'un
bain thermique seul. Les grandeurs utilisées dans les principes de thermodynamique (en-
tropie, travail, température...) correspondent a des mesures moyennes et n’ont de significa-
tion véritable qu’avec I'hypothese ergodique. Pour I'entropie, un systéme peut localement
évoluer en réduisant temporairement son entropie, mais une mesure moyenne de celle-ci
sur la durée tend vers une augmentation, selon le second principe de la thermodynamique.
Par conséquent, un systéme macroscopique ne pourrait pas réaliser un mécanisme de rat-
chet brownien en raison de sa taille trop importante. Pour sa réalisation, il est nécessaire
d’avoir un systéme nanométrique dont la dynamique temporelle est comparable a celle
des molécules du bain thermique. Un tel systeme pourrait localement réduire son entropie
et mettre en oeuvre un mécanisme de ratchet brownien.

Marcelo O. Magnasco[48] a montré qu’'une particule se déplagant dans un potentiel
asymétrique est capable de réaliser un transport directif a partir d’'une dynamique brow-
nienne avec un apport énergétique extérieur; cet apport d’énergie peut se faire via une
énergie chimique (hydrolyse d’'une molécule d’ATP, liaison avec un ligand spécifique...) ou
encore une force extérieure (force électrostatique, forgage hydrodynamique...) (Fig.1.9B).
Dans son étude, Magnasco formalise la dynamique d'une particule brownienne dans un
potentiel périodique asymétrique sous 'action d'une force externe corrélée dans le temps
(Fig.1.9A), ce qui provoque une rupture de la réversibilité des processus élémentaires
(detailed balance).

En résumé, pour créer un mécanisme de ratchet brownien, il est nécessaire d’avoir un
systeme nanométrique dont la dynamique est corrélée en temps avec le mouvement des
particules du bain thermique ; un apport d’énergie extérieure est nécessaire pour alimenter
le processus et le systeme doit avoir une symétrie brisée pour rompre la réversibilité des
processus élémentaires.

Paradoxe de Parrondo

Au-dela de son intérét conceptuel, le ratchet brownien trouve des applications tout a
fait pratiques dans certains domaines, dont le plus connu est le paradoxe de Parrondo en
théorie des jeux[49, 50]. Le paradoxe de Parrondo, du nom de son créateur Juan Parrondo,
peut étre résumé de la maniére suivante : en considérant deux jeux de hasard a espérance
négative en interaction, il est possible de gagner en jouant alternativement I'un et I'autre.

Le principe derriére ce paradoxe est celui du ratchet brownien : les gains/pertes, re-
présentés a la maniere d'un paysage énergétique, sont semblables au paysage énergétique
d’un ratchet brownien, en forme de dents de scie, pour I'un des deux jeux, tandis que le
second est linéaire avec une pente favorisant les pertes. Pour le premier jeu, représenté par
le point A sur la figure 1.10, il peut s’agir d’un simple lancer de piece truquée défavorable
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Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

A ‘—)\,—. 2.

FIGURE 1.9 — Etude de M. O. Magnasco : A) potentiel périodique asymétrique dans lequel
une particule brownienne est piégée. Cette particule est soumise a une force extérieure
sinusoidale d’amplitude A et de pulsation w. B) Courant de particules en fonction de
I'énergie thermique (normalisée par la hauteur du potentiel périodique), pour différentes
amplitudes de la force extérieure. (Extrait de [48]).

gain (1/2)-¢ Jeu 1

gain

F1GURE 1.10 — Paradoxe de Parrondo : profils de gain des deux jeux, le premier formant
un potentiel linéaire favorisant les pertes, le second un profil en dents de scie menant a
des positions d’équilibre mais globalement défavorable pour le joueur.
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1.3. Ratchet brownien

au joueur. Le deuxieme jeu utilise deux pieces B et C de probabilités différentes dont les
lancers sont déterminés selon une regle précise; cela peut étre de lancer la piece B si le
tapis du joueur n’est pas un multiple de 3, sinon de lancer la piece C.

En jouant alternativement ces deux jeux, il est possible de remonter le potentiel en
dents de scie et ainsi amasser des gains, a la maniere d’'un mécanisme de ratchet brownien :
en alternant les deux jeux, il est possible de limiter le lancer de la piece C, tres défavorable
au joueur en la remplacant par la piece A, puis de retomber dans la position d’équilibre
a gauche (vers les gains) grace a la piece B.

Le paradoxe de Parrondo est analogue au modele du potentiel flash développé par Ar-
mand Ajdari et Jacques Prost[51], ol une particule brownienne diffuse dans un potentiel
périodique en temps et en espace; plus précisément, le potentiel alterne entre une forme
parfaitement plate autorisant la diffusion libre dans I’espace avec un potentiel en dents
de scie rappelant celui du deuxieéme jeu. Ce potentiel peut étre induit physiquement par
I’application intermittente d'un champ électrique piégeant les particules de maniere pério-
dique. Ce modele a connu un grand succes dans la modélisation des moteurs moléculaires
tels que la kinésine ou la myosine, expliquant la directionnalité de leurs déplacements le
long des microtubules et des filaments d’actine[52, 53, 54].

Le paradoxe de Parrondo trouve d’autres applications qu’en théorie des jeux, il se
retrouve également dans 1'étude des dynamiques de populations[55] ou en finance[56].

Le lecteur intéressé pourra se référer a la revue de Harmer et Abbott[57] ou celle plus
récente de Lai et Cheong|[58].

1.3.2 Ratchet de translocation
Modele de Simon, Peskin, Odell et Oster

Nous avons vu dans la section précédente que le mécanisme ratchet and pawl déve-
loppé pour illustrer le concept du ratchet brownien n’est pas physiquement réalisable, en
raison notamment de I’absence de source d’énergie extérieure. Cependant, une alternative
physiquement possible a été conceptualisée par Simon, Peskin, Odell et Oster[59, 60],
motivée par la compréhension du mécanisme a l’'origine de la translocation des protéines
a travers les pores membranaires de la cellule[61, 62, 63, 64]. En effet, dans les cellules,
il n’existe pas de gradient de température de part et d’autre des membranes permettant
d’expliquer le transport des protéines. En revanche, la compartimentation des organites
des cellules (noyau, mitochondries, reticulum endoplasmique...) permet le maintien de
gradient chimique autour des membranes, pouvant servir comme source d’énergie pour le
transport des protéines. C’est a partir de ce constat que Simon, Peskin, Odell et Oster[59,
60] ont développé le modele du ratchet de translocation.

Dans le modele du ratchet de translocation, le systéme considéré est celui d’un substrat
en translocation a travers un pore membranaire de diametre d équivalent a I’épaisseur du
substrat (Fig.1.11). Ce substrat peut revétir différentes formes : tige rigide ou polymere
pour des modélisations, protéines et acides nucléiques pour les exemples biologiques. Le
chapitre 2 regroupe les exemples les plus étudiés dans la littérature. Aucune force n’est
initialement exercée sur le substrat, la translocation s’effectuant exclusivement par diffu-
sion, avec un coefficient de diffusion D. Le cotit entropique de confinement du substrat
dans le pore n’est pas considéré ici; nous verrons dans les chapitres suivants des modeles
prenant en compte le cotlit énergétique de confinement du substrat, comme le modele de
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membrane

L>d ‘
‘ Agents de ratchet

ﬁ
substrat
trans

FIGURE 1.11 — Modele du ratchet de translocation : on considere un substrat (représenté
par une tige) diffusant (coefficient de diffusion D) & travers un pore membranaire étroit
de diametre d. Des particules, appelées agents de ratchet, disposant d’une forte affinité
(kon > kosy) pour le substrat sont situées en aval du pore (c6té "trans'); ces agents
de ratchet font une taille L plus grande que le diametre du pore, ce qui les empéche
de diffuser a travers le pore. En se liant successivement au substrat des qu’une portion
suffisante de celui-ci a diffusé a travers le pore, les agents de ratchet liés empéchent la
rétro-diffusion du substrat, favorisant de cette maniere sa translocation. Il s’agit bien d'un
mécanisme de ratchet brownien puisque le mouvement du substrat est entrainé par des
ﬁuctuations sélectionnées. La vitesse moyenne de translocation du substrat est alors égale
av= T X ou ¢ est la distance entre deux sites d’adsorption successifs des agents

1+2K’
de ratchet sur le substrat et K est la constante de dissociation de cet équilibre.

o l+2K
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succion par exemple. Du c6té de la sortie du pore (coté trans) se trouvent des particules,
appelées agents de ratchet, d'une taille L plus grande que la taille du pore et dotées
d’une grande affinité pour le substrat (ko, > k,rr). En raison du rapport de tailles entre
les agents de ratchet et le pore, un gradient de concentration est établi entre les deux
cOtés de la membrane. Biologiquement, les agents de ratchets sont le plus souvent des
protéines qu’on qualifie de chaperonnes car elles viennent couvrir le substrat pour lequel
elles sont spécifiques, afin d’assurer certaines fonctions biologiques. Le chapitre 2 décrit
en particulier le cas des protéines Hsp70 et ComEA.

A AG = AH-T.AS

AG = AH-T/KS

>

translocation

FI1GURE 1.12 — Paysage énergétique du ratchet de translocation : en absence de cofit en-
tropique de confinement, la translocation se résume a une diffusion entre deux potentiels
chimiques ; avec le confinement, le polymere rencontre une barriere d’entrée dont la hau-
teur est proportionelle a la réduction de I’espace accessible au polymere, avec R, le rayon
de giration du polymere et R, le rayon du pore.

Lorsqu’un agent de ratchet se lie au substrat, celui-ci empéche la rétro-diffusion du sub-
strat a travers le pore, favorisant ainsi sa translocation vers le coté trans de la membrane
(Fig.1.13). L’agent de ratchet n’exerce pas de force de traction directe sur le substrat,
comme c’est le cas par exemple pour les moteurs moléculaires tels que les kinésines et
myosines respectivement pour les filaments de microtubules et d’actines. L’agent de rat-
chet étant plus grand que la taille du pore, il est impossible qu’il traverse le pore méme lié
au substrat ; par conséquent, le substrat ne peut pas non plus reculer dans le pore, toutes
les fluctuations thermiques I’y emmenant sont bloquées par la liaison de I’agent de ratchet.
Ainsi seules les fluctuations thermiques favorisant la translocation du substrat vers le coté
trans de la membrane sont autorisées, ce qui fait de ce systeme une véritable application
de ratchet brownien. L’énergie permettant de sélectionner les fluctuations thermiques pro-
vient de la liaison chimique du substrat avec I'agent de ratchet. Pour faire perdurer ce
mouvement, il est nécessaire que des agents de ratchet se lient successivement au sub-
strat des qu’'une fraction de celui-ci le permet, afin de renouveler leur activité de blocage
de la rétro-translocation. Ce sont ces multiples liaisons qui alimentent la poursuite de la
translocation.

Du point de vue énergétique, le ratchet de translocation correspond a une diffusion
entre deux potentiels chimiques (Fig.1.12). Ces potentiels sont issus du gradient de concen-
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tration d’agents de ratchet entre les deux cotés de la membrane. Plus précisément, on a
la relation suivante :

A,LL x 111 (Ctrans>
kgT Cy /'

ol Cyrans €st la concentration en agents de ratchet a la sortie du nanopore (coté trans)
et Cp =1 M. Avec une concentration de 'ordre de quelques mM pour I'agent de ratchet
(concentration typique de la chaperonne Hsp70, voir la section 2.2.1 du chapitre 2), on a

Si on néglige la composante entropique du confinement du polymere dans le nanopore,
la translocation ne présente pas de barriere d’entrée et le potentiel chimique suffit a as-
surer le transport. En revanche, si on considére ce cotit entropique, ’apport du potentiel
chimique peut se révéler insuffisant, en particulier pour les grandes molécules nécessitant
un changement de conformation pour traverser le pore biologique (rupture de structures
secondaires, déformation...); le polymere doit alors subir des modifications permettant
d’abaisser cette barriere d’entrée, comme c’est le cas par exemple pour les protéines trans-
portées a travers le pore nucléaire, qui se lient a des transporteurs spécifiques facilitant
la translocation (voir section 2.5 du chapitre 2).

On peut estimer le colit entropique de confinement de la maniére suivante : la com-
posante entropique de la barriere d’entrée du pore provient de la réduction de l'espace
accessible au polymere a 'intérieur du pore. Dans le cas d'un polymere flexible, la chaine
s’organise a l'intérieur du pore sous forme de pelotes successives appelées blobs dont le
diametre correspond a celui du pore[65]. Pour chaque blob, 1’énergie de confinement est
de kgT. Par conséquent, I’énergie totale (en unité kgT') pour confiner le polymeére dans
le pore correspond au rapport entre le volume du polymere en bulk au volume d’un seul
blob, c¢’est-a-dire le nombre de blobs formés dans le pore (en supposant un pore infiniment

(1.7)

long) : AS/kp x (%)3, ol R, est le rayon de giration du polymere et R, est le rayon
du pore. Ces colits entropiques seront discutés plus en détail dans le chapitre 3.

Ainsi, un potentiel chimique de ’ordre de 7 kgT pourrait alimenter le transport d’une
molécule subissant un confinement réduisant de moitié sa taille. Toutefois, il est important
de noter que cette estimation n’est valide que pour un polymere flexible ne possédant pas
de structures secondaires a rompre. Dans la majorité des cas, les molécules transportées
par ratchet de translocation sont des protéines globulaires, donc le cotit entropique réel
est plus grand. Néanmoins, I’estimation précédente constitue une borne inférieure pour la
barriere d’entrée.

Peskin et coll.[60] ont formalisé la relation force-vitesse pour le mécanisme de ratchet
de translocation dans le cas simple ou le substrat est une tige rigide sur laquelle se trouvent
des sites d’adsorption d’agents de ratchet séparés d’'une longueur ¢ (Fig.1.14A). Une force
extérieure est appliquée sur la tige pour s’opposer a la translocation; cette force peut
prendre différentes formes : force électrostatique, entrainement hydrodynamique, force
osmotique... Nous considérerons ici le cas du ratchet de translocation parfait, ¢’est-a-dire
pour lequel la liaison entre ’agent de ratchet et le substrat est irréversible et immédiate des
qu’un site d’adsorption est disponible (soit ko, > kofr). Expérimentalement, cela pourrait
se retranscrire dans le cas ou les agents de ratchet disposent d’une tres forte affinité pour
le substrat (constante de dissociation K tres petite par rapport a la concentration en
agent de ratchet) dans un milieu saturé en agents de ratchet. Dans ce schéma, des qu'une
longueur 9 de substrat franchit le pore, un agent de ratchet vient immédiatement se lier au
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I I rétro—Qiﬁusion I diffusion libre
interdite
substrat > > >

agent de ratchet

& —> I —> I‘——> —> I‘ e >

FIGURE 1.13 — Mécanisme du ratchet de translocation : une tige diffuse librement a travers
un pore étroit. La diffusion est ensuite biaisée par ’association d’un agent de ratchet au
substrat, empéchant la rétro-diffusion du substrat a travers le pore. Lorsque le substrat a
diffusé d’une longueur suffisante, un autre agent de ratchet vient s’y lier, ce qui entretient
la translocation.

site d’adsorption. Ainsi, si on considéere la variable x(t) comme la position du premier site
d’adsorption disponible depuis la sortie du pore en x = 0, alors x(t) est compris entre 0 et
. On définit ensuite la variable ¢(x,t) comme la densité de la variable x(t) ; en particulier,
on a :

/Oéc(x,t) dr = 1. (1.8)

On définit ensuite le flux de sites d’adsorption ®(z,t) tel que :

Df Dac

@([L‘,t) = _I{TBTC_ %7

(1.9)
avec D le coefficient de diffusion du substrat et f la force extérieure qui s’oppose a la
translocation.

Le substrat ne subissant aucune transformation altérant sa nature, le flux ®(z,t) et
la densité c(x,t) répondent & I’équation de conservation suivante :

0® Oc
g =0 (1.10)

Avec la reégle d’adsorption définie plus haut (un site d’adsorption devient occupé par
un agent de ratchet deés que sa position est égale a §), un nouveau site apparait des qu'un
site disparait en = = § ; par conséquent on a la relation suivante :

O(0,t) = P(,1). (1.11)
De méme, le site en x = § n’étant plus libre, on a la condition suivante :
c(4,t) =0. (1.12)

A T'état stationnaire, le flux ® est constant, d’apres la relation (1.10). L’hypothese de
stationnarité se justifie expérimentalement si la dynamique d’association entre les agents
de ratchet et le substrat est plus rapide que le temps de diffusion moyen du substrat sur la
longueur d’un site d’adsorption et que la longueur totale du substrat est nettement plus
grande que la taille d'un site d’adsorption.

21



Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

Avec I'hypothese de stationnarité, I’équation (1.9) se résout facilement et on obtient
I'expression suivante pour la densité c¢(x) :

c(x) = klg}q) (ef’(;;_Tm — 1) : (1.13)

En intégrant ensuite la densité c(x) sur I'intervalle [0, d], avec la normalisation de c(x)
(1.8), on obtient la relation suivante :

s 62 kT [ 15 fo
1= _ Bl (empr — - 10 1.14
/o c(x,t) dx o % 7o (e B kBT>’ (1.14)
f3
= &= ? X bl (1.15)
ekpT — 1 — _I¢

Le flux se définit comme la fréquence moyenne a laquelle les sites d’adsorption tra-
versent le pore. Par conséquent, on peut définir la vitesse moyenne de translocation v du
substrat a partir du flux d’apres la relation (1.15) telle que :

2D 1.2
V=0xP=>v=""x —2 1.16
) e —1—w ( )
avec w = ki% le travail de la force extérieure s’opposant a la translocation du substrat

(en unité de kgT).
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FIGURE 1.14 — Modele de Peskin et coll. : A) structure du ratchet de translocation; les
sites d’adsorption sont espacés d’une longueur ¢ et les agents de ratchet sont en équilibre
d’adsorption avec des taux d’association/dissociation k,, et kosr. Une force extérieure est
exercée sur la tige pour s’opposer a sa translocation. B) Relation force-vitesse pour le
ratchet de translocation. (Extrait de [60]).

Le raisonnement a 'origine de la relation (1.16) s’appuie sur I'hypotheése d’un ratchet
parfait, c’est-a-dire que les agents de ratchet s’associent systématiquement aux sites d’ad-
sorption du substrat des leur mise a disposition. Il s’agit d’un cas limite lorsque les agents
de ratchet sont en forte concentration, tres supérieure a la constante de dissociation K de
I’équilibre d’adsorption. De maniere plus générale, on peut considérer le cas d’un ratchet
imparfait en tenant compte de I’équilibre d’adsorption des agents de ratchet sur le sub-
strat en intégrant les taux d’association/dissociation k,, et k,fr & travers la constante de
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dissociation K = % La probabilité p qu’un site d’adsorption soit occupé par un agent

on kon
k’on"‘koff
de la condition aux limites (1.12) : il faut considérer a la place la condition suivante :

de ratchet est alors p = . Le raisonnement précédent reste inchangé a l'exception

c(0) = (1 —p) x ¢(0). (1.17)

Cette relation dérive d’un raisonnement distinguant les sites se déplacant vers la gauche
et ceux allant vers la droite, en considérant la possibilité d’étre réfléchi par le pore si le
site est occupé par un agent de ratchet. Le lecteur intéressé pourra trouver le détail de ce
calcul dans ’annexe B de I'article de Peskin et coll.[60].

Dans le cas du ratchet imparfait, la relation force-vitesse finale est la suivante :

2D 1,2
=202 (1.18)
0 T K1) ¥

D’apres la relation (1.18), la vitesse maximale développée par le ratchet de translo-

cation est vy, = % X 7 +12K et la force d’arrét (qui permet de stopper la translocation)

est fo = 28T x In (1 + %) (Fig.1.14B). En ordre de grandeur, en considérant une pro-

5
téine avec un coefficient de diffusion typique de 1077 m?/s[66], avec des sites d’adsorption

espacés de quelques nm et une constante de dissociation de 'ordre de quelques puM, on
obtient une vitesse de translocation maximale de 100-1000 pm/s et une force d’arrét de
quelques pN. A titre de comparaison, le rapport des durées pour traverser une longueur
L entre un mécanisme de diffusion simple et un mécanisme de ratchet de translocation
s’exprime comme le rapport L/d. Ainsi, pour traverser un pore biologique comme le com-
plexe protéique Sec61 (voir section 2.2.2) d’une longueur de 14 nm avec un pas pour le
ratchet de translocation de 8 nm, un mécanisme de ratchet de translocation accélere le
transport d’une protéine de pres de deux fois par rapport a un mécanisme de diffusion
simple. Cette efficacité augmente linéairement avec la longueur du pore a traverser.

Plus les sites d’adsorption sont proches, plus la translocation est rapide. Cela s’explique
simplement par un temps de diffusion du substrat réduit pour amener un nouveau site
d’adsorption a la sortie du pore. De méme, la vitesse de translocation augmente lorsque
la constante de dissociation diminue : la liaison entre ’agent de ratchet et le substrat
étant plus forte, on trouve alors en moyenne plus d’agents de ratchet liés, ce qui accélere
le transport.

Etude de Krapivsky et Mallick

Krapivsky et Mallick[67] ont développé un modeéle du ratchet de translocation ana-
logue a celui développé par Simon, Peskin, Odell et Oster mais leur permettant d’accéder
a la fonction de grande déviation du systeéme. Les auteurs considerent le cas d’un ratchet
irréversible, c’est-a-dire que les agents de ratchet ne peuvent pas se dissocier du substrat
en translocation, d’abord dans le cadre d’une modélisation discrete de la translocation
(avec des sites d’adsorption bien définis sur la tige en translocation) puis dans un modele
continu (ou les agents de ratchet peuvent se fixer partout sur la tige). Par un raisonnement
dimensionnel, les auteurs aboutissent a une loi d’échelle entre la vitesse de translocation
v et le taux d’association A des agents de ratchet sur la tige comme v oc AY/3D?/3 dans
le régime de faible association A\*/D < 1 et v oc D/l dans le régime de forte association
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Chapitre 1. Transport membranaire dans les cellules

Al3/D > 1, avec D la constante de diffusion de la tige en absence de ratchet de transloca-
tion et 1 la taille d’'un agent de ratchet (Fig.1.15). Ces résultats ont ensuite été retrouvés
par les approches plus formelles du modele discret et continu. Ainsi, d’apres I’étude théo-
rique de Krapivsky et Mallick, la vitesse de la translocation par ratchet est indépendante
du taux d’association de I'agent de ratchet et du substrat lorsque celui-ci est grand, ce
qui se rapproche de 'expression de la vitesse maximale (1.16) de translocation du modele
de Simon, Peskin, Odell et Oster lorsque K < 1. En revanche, le modele de Krapivsky et
Mallick s’éloigne du modele précédent a faible taux d’association. Cette différence peut
s’expliquer par le choix d’un controle cinétique de la translocation (avec ko, > kors) dans
le cas du modele de Krapivsky et Mallick, contre un controle thermodynamique pour le
second modele. Cette hypothese vient du choix d’une irréversibilité de I’association entre
I’agent de ratchet et le substrat en translocation, qui peut se traduire expérimentalement
par un taux d’association bien plus grand que le taux de dissociation.

v

P R L TR P R 3
VA
20 40 60 80 100

FI1GURE 1.15 — Modele de Krapivsky et Mallick : vitesse de translocation en fonction du
taux d’association entre un agent de ratchet et la tige en translocation, d’apres le modele
continu de ’étude. (Extrait de [67]).

Au-dela du profil de vitesse de translocation prédit par le modele de Krapivsky et Mal-
lick, cette étude montre 'importance du type de controle pour la dynamique de la trans-
location : contrdle cinétique ou contrdle thermodynamique. Dans le cas des translocons
biologiques, c’est-a-dire des systeémes hors équilibre par excellence, le contrdle cinétique
apparait comme le plus probable.

Compétition spécificité/association

Afin d’optimiser le transport d’un substrat par mécanisme de ratchet de translocation,
le systeme idéal allierait a la fois une tres faible constante de dissociation entre I’agent
de ratchet et le substrat et une faible spécificité de ’agent de ratchet pour la séquence
du substrat : en effet, dans le but de réduire la distance entre deux sites d’adsorption
successifs, il est nécessaire que 'agent de ratchet puisse se lier indifféremment sur toute
la séquence du substrat. Or, une faible constante de dissociation entre une espece et
son substrat implique généralement une forte spécificité de ’espece pour une séquence
spécifique du substrat, comme c’est le cas pour les anticorps par exemple (constante de
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dissociation K dans la gamme pM-nM pour les anticorps[68, 69]; K = 40 fM pour la
liaison biotine-streptavidine[70]). A moins que le substrat ne contienne de nombreuses
répétitions du motif ciblé par le ligand, il est plus intéressant d’avoir un ligand moins
spécifique d'une séquence particuliere mais capable de se lier a ’ensemble du substrat,
par exemple un polycation si le substrat est chargé négativement comme c’est le cas de
la molécule d’ADN]|71, 72, 73].

Résumé

Nous avons vu que le mécanisme de ratchet de translocation est physiquement réali-
sable ; les fluctuations thermiques initient le mouvement et la présence d’agents de ratchet
liés au substrat a la sortie du pore sélectionne celles favorisant la translocation. Ce proces-
sus de sélection est alimenté en énergie par les liaisons formées entre les agents de ratchet
et le substrat.

La réalisation du ratchet de translocation pour des processus de transports transmem-
branaires au sein de la cellule a été mise en évidence pour plusieurs systemes protéiques.
C’est un mode de transport qui semble optimisé en raison des contraintes imposées par le
milieu cellulaire (température homogene, nombreuses membranes formant des obstacles
physiques au transport...). Nous passerons en revue dans le chapitre suivant ces différents
systemes biologiques, nous verrons en particulier comment le ratchet de translocation
constitue un élément clé dans le transport cellulaire.

25






Chapitre

Les translocons

2.1 Généralités

Le transport de protéines a travers la cellule se présente souvent comme une étape clé
du métabolisme cellulaire. La majorité des protéines sont synthétisées dans le cytosol de
la cellule apres traduction par les ribosomes des ARN messagers, qu’il s’agisse de cellules
procaryotes ou eucaryotes.

Ces protéines, aussi appelées préprotéines ou précuseurs protéiques, se présentent sous
une forme non-fonctionnelle, (repliement partiel, transformations post-traductionnelles
manquantes, etc.) et doivent de ce fait étre adressées aux organites adéquats (réticulum
endoplasmique, mitochondrie, chloroplaste, etc.) pour étre activées[74, 75, 76]. Se pose
alors le probleme de la reconnaissance des préprotéines par les récepteurs surfaciques des
organites ciblés : le plus souvent, cette reconnaissance se fait par 'intermédiaire d’une
séquence signal a I'extrémité N de la préprotéine, appelée peptide signal ou séquence si-
gnal; un peptide signal est généralement assez court (15-30 acides aminés en moyenne,
parfois plus de 50) et amphiphile (disposant a la fois d’'une région hydrophobe et une
autre hydrophile souvent chargée positivement)[77]. Le peptide signal est clivé par une
enzyme peptidase apres 'internalisation de la préprotéine par I’organite cible, ce qui initie
sa maturation[77]. Par des mécanismes spécifiques, le peptide signal est reconnu par des
protéines de surface qui I'adressent ensuite au complexe protéique transmembranaire assu-
rant la translocation de la préprotéine vers la lumiere de I'organite : on appelle translocon
ce complexe protéique[78, 79.

Le terme translocon est parfois confondu avec celui de translocase. Cependant, les
deux termes renvoient a deux notions distinctes : d’apres du Plessis et coll.[78], le trans-
locon renvoie au complexe protéique comportant le canal central (ou pore) par lequel la
préprotéine traverse la membrane. Ici, il n’y a pas de notion de transduction d’énergie
alimentant le mécanisme de translocation, seule la structure est prise en compte.

Concernant la translocase, elle est décrite comme le complexe du translocon associé a
la source d’énergie pour la translocation[78]. La translocase englobe ainsi le translocon et
est spécifique du mode de translocation. Avec cette définition, deux translocases distinctes
peuvent contenir le méme translocon : c¢’est le cas par exemple du translocon Sec61, pour
lequel la translocation peut s’effectuer avec le ribosome pour moteur dans le cas d’une
translocation co-traductionnelle ou de la molécule chaperonne BiP pour une translocation
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post-traductionnelle[80, 81, 82] (voir section 2.2.2).

Dans notre étude, nous nous restreindrons aux translocases de classe 7.4, c¢’est-a-dire
catalysant la translocation d’acides aminés et de peptides. L’existence de structures secon-
daires, tertiaires et quaternaires, pouvant localement se déplier sous 'effet de fluctuations
(protein breathing)[83, 84, 85] ou de Iassociation avec des molécules chaperonnes (comme
les molécules de la famille Hsp) confere a cette classe des propriétés uniques du fait des
conformations dynamiques des molécules a faire transiter. La translocation doit s’opérer
avec une forme globalement dépliée de la protéine pour faciliter sa déformation et son
confinement dans le translocon.

Les translocases ont recours a ’hydrolyse de molécules d’ATP pour mettre en oeuvre
la translocation; on retrouve cette particularité dans la nomenclature enzymatique : les
translocases sont toutes classées dans la sous-catégorie EC 7.4.2, pour signifier leur acti-
vité ATPase[28]. A partir de cette énergie libérée, les translocases mettent en oeuvre des
mécanismes variés pour assurer la translocation. Parmi ces mécanismes, celui du ratchet
de translocation est employé avec succes par un certain nombre de translocases, comme
les translocons Sec61 (réticulum endoplasmique) et TIM/TOM (mitochondrie) ou poten-
tiellement TIC/TOC (chloroplaste)[80, 81, 82, 86, 87, 88, 89, 90, 91]. Dans la majorité
des cas, le ratchet de translocation fait appel a la protéine chaperonne Hsp70 pour jouer
le role d’agent de ratchet (description détaillée dans la section 2.2.1).

Dans les sections suivantes, nous décrirons le fonctionnement des chaperonnes Hsp70,
puis nous dresserons un apercu général des mécanismes d’import de protéines pour les
translocons Sec61, TIM/TOM et TIC/TOC. Nous poursuivrons par le translocon PilQ
associé au pilus type IV des bactéries pour I'import d’ADN exogene par transformation,
fonctionnant sur un modele de ratchet de translocation avec pour agent de ratchet la
protéine ComEA. Nous terminerons par la description du pore nucléaire (Nuclear Pore
Complex, NPC), qui est le translocon du noyau permettant des échanges de molécules
entre le cytoplasme et le noyau de maniere sélective et bi-directionnelle selon un mécanisme
s’apparentant a un ratchet de translocation.

2.2 Translocases a Hsp70

2.2.1 Hsp70

Parmi les translocons évoqués dans la section 2.1, il a été prouvé pour au moins deux
d’entre eux (Sec61 et TIM/TOM) que leur activité translocase était intimement liée a la
présence de la molécule chaperonne Hsp70[92, 93, 94, 95]. Les protéines de la famille Hsp
(Heat shock proteins) tirent leur nom de leurs fonctions de réponse a un stress cellulaire ;
ce stress peut correspondre a un choc thermique (chaud ou froid), une exposition aux UV,
un changement brusque de pH, une dégradation de la structure de la cellule... Lors de telles
situations, la cellule sécrete des protéines Hsp pour assurer diverses taches de maintien de
son intégrité : stabilisation de protéines, aide au repliement et correction des protéines mal-
repliées, détection des protéines a digérer...[96, 97]. Ces opérations s’effectuent par liaison
de la protéine Hsp avec son substrat par activité ATPase ; cette liaison isole la protéine de
son environnement, ce qui limite sa dégradation. La liaison nécessite un dépliement partiel
de la protéine, ce qui permet de réinitialiser sa conformation en cas de mauvais repliement.
Bakunts et coll.[98] ont par exemple montré qu'un stress homéostatique du réticulum
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endoplasmique de cellules HeLa induit en réponse une augmentation significative de la
concentration de protéines BiP (famille Hsp70), passant de 0,5 mM a 1,5 mM, représentant
ainsi pres de 30-40% du protéome du réticulum endoplasmique (Fig.2.1). Les protéines
Hsp constituent ainsi une famille de molécules aux multiples fonctions essentielles a la
survie de la cellule (Fig.2.2.a); leur altération est a l'origine de nombreuses maladies
neurodégénératives[99, 100, 97].

Les protéines Hsp70 (de poids moléculaire 70 kDa) occupent une place de premier
plan pour les translocases protéiques en raison de leur capacité a se lier de maniere stable
a un grand nombre de peptides de natures différentes[94, 97, 102]. Cette propriété est
issue de leur structure dynamique composée de 4 sous-unités distinctes : un domaine
a lextrémité N de 45 kDa pouvant lier une molécule d’ATP, appelé NBD (nucleotide
binding domain), deux domaines de 10 et 15 kDa servant de supports pour la protéine a
lier, respectivement SBDa et SBDS (substrate binding domain) et un domaine terminal
non-structuré a extrémité C, d'une taille variable (Fig.2.2.c). L’organisation de ces sous-
unités entre elles est hautement dépendante de I'association du domaine NBD avec une
molécule d’ATP (Fig.2.2.b). Les dimensions spatiales des protéines Hsp70 varient selon les
spécificités propres a chaque protéine de cette famille ainsi que leur conformation suivant
qu’elles soient liées ou non a une molécule d’ATP. De maniere générale, leur rayon de
giration est d’environ 4-5 nm[103, 104, 105, 106].

Le domaine SBDS, un g-sandwich, possede dans sa structure une cavité lui permettant
de piéger un peptide ; le centre de la cavité est constitué de 5 poches hydrophobes pouvant
accueillir chacune un résidu. L’anatomie de la poche indique une préférence des protéines
Hsp70 pour les substrats dotés d’un coeur hydrophobe, mais il a été montré qu’elles
peuvent aussi se lier avec la plupart des peptides[107, 94]. C’est pour cette raison qu’on
retrouve des protéines Hsp70 dans de nombreux organites de la cellule.

Lorsque la molécule d’ATP coordinant les sous-unités de la protéine Hsp70 est hy-
drolysée, elle libére une énergie libre comprise entre 20 et 30 kgT, selon 'environnement
physiologique[l]. Le domaine SBDa, une hélice «, se décroche du domaine NBD pour
venir se plaquer contre la cavité du domaine SBDf et ainsi bloquer le peptide engagé
dans cette cavité, a la maniere d’une "tenaille" moléculaire. Kasper et coll.[108] ont cal-
culé I’énergie de ce piege moléculaire par une méthode numérique de différences finies en
estimant les apports relatifs des contributions entropiques, apolaires et électrostatiques
au profil d’énergie libre. En prenant comme modele la protéine DnakK, de la famille des
Hsp70, les auteurs ont mesuré une énergie de piégeage comprise entre 12 et 16 kgT'.

Sous l'action d’une enzyme appelée NEF (nucleotide exchange factor), la molécule
d’ADP liée au domaine NBD est remplacée par une nouvelle molécule d’ATP, provoquant
un changement de conformation menant a un déplacement du domaine SBDa, ce qui
libere la cavité du domaine SBDS et le peptide s’y trouvant[97] (Fig.2.2.c).

L’ATP liée au domaine SBD se situe au centre des quatre sous-unités, ce qui limite
beaucoup son hydrolyse basale (environ une molécule d’ATP hydrolysée toutes les 6 a
40 minutes)[109]. Cependant, au contact avec une protéine possédant un domaine J (J
domain protein, JDP), ce taux d’hydrolyse est multiplié par un facteur 15 000[110]. Un
domaine J est formé d’une hélice a organisée sous forme d’une hairpin flexible, d'une
longueur d’environ 70 résidus et possédant un motif His-Pro-Asp (HPD). Ce motif est
reconnu a la jonction entre les domaines NBD et SBDS, ce qui stimule I'activité ATPase
de la protéine Hsp70[97].
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FIGURE 2.1 — Représentations du protéome cellulaire des especes Mycoplasma pneumoniae
les cartes du haut regroupent les protéines par fonctions, celles du
bas recensent chaque protéine individuellement. La taille des polygones associés a chaque
protéine est directement proportionnelle a ’'abondance de la protéine (nombre de copies de
la protéine divisé par sa masse). Les protéines Hsp70 sont essentiellement contenues dans
la région bleue "Chaperonnes and folding catalysts". Par exemple, les protéines DnaK et
HSPAS5 (aussi connues sous le nom de BiP) sont des protéines homologues de la famille des
Hsp70 chez les procaryotes et les eucaryotes pour la translocation des protéines a travers la
membrane du réticulum endoplasmique ; on observe sur ces cartes leur abondance relative
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2.2. Translocases a Hsp70

Cette capacité des protéines Hsp70 a lier a des peptides se révele essentielle pour
comprendre la dynamique de translocation d’'un certain nombre de translocases. En ef-
fet, ces molécules agissent en tant que chaperonnes pour la translocation, dont l'activité
est régulée par le domaine J d’'un complexe protéique constituant le translocon ainsi que
d’enzymes NEFs. Les protéines Hsp70 sont alors susceptibles de se comporter en tant
qu’agents de ratchet dans le cadre d’un mécanisme de ratchet de translocation. Ce prin-
cipe est illustré dans les sections suivantes a travers les translocons Sec61, TIM/TOM et

TIC/TOC.
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FIGURE 2.2 — La protéine Hsp70 : a) Diversité des fonctions de la protéine Hsp70. b)
Changement de conformation de la protéine Hsp70 par coordination de ses quatre sous-
unités par une molécule d’ATP. ¢) Structure et mécanisme de piégeage d’un peptide par
une protéine Hsp70 via son cycle ATPase. (Extrait de [94]).

b

2.2.2 Complexe Sec61/SecYEG

Apres traduction d'un ARN messager en protéine par les ribosomes cytoplasmiques, la
préprotéine nouvellement formée doit subir des modifications post-traductionnelles pour
acquérir sa forme physiologique. Ces étapes de maturation ont lieu chez les cellules euca-
ryotes dans le réticulum endoplasmique, un organite au contact du noyau[111].

L’acces au réticulum endoplasmique, délimité par une bicouche lipidique, nécessite une
étape de translocation de la préprotéine a travers I'hétérotrimere Sec61 (Sec6la, Sec61/,
Sec617)[80, 81, 82]. 1l s’agit du canal central d'un ensemble de complexes protéiques au
travers duquel transitent les préprotéines. Le diametre du canal central de Sec61 fait entre
40 A et 60 A[112], pour une largeur du complexe de 100 A et une longueur de 140 A[113]. Ce
transport peut s’effectuer suivant deux modes distincts : translocation co-traductionnelle
et translocation post-traductionnelle.
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La translocation co-traductionnelle

La translocation co-traductionnelle est présente chez la plupart des organismes (pro-
caryotes et eucaryotes), il s’agit du mode principal de translocation des protéines vers
le réticulum endoplasmique. La force permettant la translocation est générée par la syn-
these simultanée de la protéine par le ribosome durant sa translocation [114]. Pour cela,
un peptide signal initialement traduit est reconnu par le complexe protéique SRP (Signal
Recognition Particle), qui se lie par interaction hydrophobe[115] & ce peptide signal et au
ribosome, avec une énergie d’interaction de l'ordre de 11-24 kgT'[116]. Le SRP est ensuite
adressé au récepteur membranaire SRP du réticulum endoplasmique puis a Sec61, ce qui
provoque l'ouverture du canal central et le début de la translocation. La force générée
par I’hydrolyse de molécules de GTP pour la polymérisation des acides aminés dans le
ribosome assure la translocation de maniere processive avec un pas correspondant a 3
bases ’ARN (1 nm)[117] et une force d’environ 26 pN[118, 119]. La force a l'origine de
cette translocation est générée par une translocase associée au ribosome appelée facteur
d’élongation 2 (EF-2) chez les eucaryotes et facteur d’élongation G (EF-G) chez les bacté-
ries[120]. Cette enzyme utilise I’énergie de I’hydrolyse d’une molécule de GTP (analogue
a celle d’'une molécule d’ATP, soit environ 20 kgT'). La barriere d’énergie pour initier la
translocation est estimée a 12 kpT'[121, 122]. Connaissant le pas et la force du ribosome,
nous pouvons déduire que le travail réalisé par ce moteur moléculaire est d’environ 6 kT,
ce qui conduit & un rendement 7 d’environ 30% pour le ribosome en tant que translocase.
Cette estimation est en adéquation avec la hauteur de la barriere énergétique de 12 kT,
les 20 kg1 de I'hydrolyse de la molécule de GTP servant a passer cette barriere et a
fournir un travail pour la translocation.

Pour mesurer la force exercée par le ribosome lors de la translocation du peptide
naissant, Sinha et coll.[118] ont mesuré par bioluminescence 'activité enzymatique d’un
ribosome lors de la traduction d’'un ARNm ; des oligomeéres d’ADN complémentaires de
la séquence ARN étaient hybridés a ’ARN, constituant des barrieres énergétiques pour
la traduction. En estimant par simulation l’énergie de ces barrieres, les auteurs ont pu
mesurer ’énergie pour laquelle le ribosome était stoppé et ont pu en déduire la force
d’arrét du ribosome comme étant égale a (26,5 4+ 1) pN.

Le pas du ribosome (un codon, c’est-a-dire 3 bases ’ARN, 1 nm) a été mesuré pour
la premiéere fois par Wen et coll.[117] : pour cela, les auteurs ont utilisé un systeme de
pinces optiques couplé a des micro-pipettes pour mesurer la traduction par un ribosome
d’une molécule d’ARN piégée par la pince optique et la micro-pipette. La molécule d’ARN
formait une hairpin que le ribosome devait rompre base par base lors de la traduction
(Fig.2.3A). Ces ruptures de liaisons de la hairpin augmentaient progressivement la lon-
gueur de contour de la molécule d’ARN, ce qui permettait de suivre en temps réel et a
I’échelle de la molécule unique le processus de traduction (Fig.2.3B-C). Grace a ce systéme
expérimental, Wen et coll. ont observé que le ribosome fonctionne de maniere discrete avec
un pas correspondant a 3 bases d’ARN (un codon) (Fig.2.3D); I'étape de translocation
s’effectue en 0,1 s, suivie d’'un temps d’arrét de 2,8 s environ, sous 'application d'une
force de piégeage de 20 pN.

La translocation se termine par le clivage de la séquence signal par le complexe Sec61.
Ce mécanisme de translocation est également le principal pour l'insertion de protéines
membranaires grace a 'ouverture latérale du canal central de Sec61 [78].
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FIGURE 2.3 — Expérience de Wen et coll. : A) Systeme expérimental. B) Evolution de
I'extension de la molécule d’ARN en fonction du temps a force constante (20 pN). C)
Détail de la courbe B montrant deux événements de translocation séparés d'un temps
d’arrét. D) Histogramme des gains d’extension de la courbe B, montrant des pics de
distribution tous les multiples de 2,7 nm, ce qui correspond a une longueur de 3 bases
d’ARN étirées a 20 pN. (Extrait de [117]).

La translocation post-traductionnelle

Chez les cellules eucaryotes, il existe un mode de translocation dite post-traductionnelle
car elle s’effectue sans l'action conjointe du ribosome. Cela concerne principalement les
petites protéines ou celles dont le peptide signal est trop hydrophile pour assurer une liai-
son durable avec le complexe SRP. Pour réaliser une translocation post-traductionnelle,
le complexe Sec61 s’associe avec un autre complexe trans-membranaire, Sec62/Sec63
[123, 124, 113]. Les protéines nouvellement synthétisées sont d’abord couvertes de mo-
lécules chaperonnes Hsp permettant leur repliement partiel et limitant le risque d’agré-
gats (Fig.2.4.1), puis le peptide signal est reconnu par le complexe Sec, ce qui provoque
la dissociation des molécules chaperonnes. Par un processus passif de diffusion a travers
le canal central de Sec61 (constante de diffusion D = 200-400 nm?/s[125]), la protéine
traverse le pore et atteint la lumiere du réticulum endoplasmique ou elle est captée par
BiP (Binding Immunoglobulin Protein), un complexe de la famille des Hsp70 (voir section
2.2.1) [92, 93, 94] (Fig.2.4.2). Lorsqu'une molécule BiP est liée a la protéine, elle empéche
sa rétro-diffusion a travers le canal central de Sec61 (la protéine BiP faisant une taille
de 8-10 nm, contre un diametre de 4-6 nm pour le pore[112, 103, 104, 105, 106]), favori-
sant ainsi son transport vers la lumiére a la maniere d’un ratchet de translocation. Une
autre molécule BiP se lie a la protéine des qu’elle a diffusé d’une longueur suffisante, ce
qui entretient le mécanisme de ratchet brownien (Fig.2.4.3). La translocation se termine
apres le clivage de la séquence signal (Fig.2.4.4), puis la protéine s’éloigne du domaine J
du complexe Sec63, ce qui facilite la libération des molécules BiPs par échange de leur
ADP liée en ATP (Fig.2.4.5).

Chez les cellules procaryotes, il existe un translocon similaire & Sec61 pour les eurca-
ryotes, appelé SecYEG (SecY, SecE, SecG)[80, 81, 82]. Ce translocon assure le transport
des protéines vers le périplasme de la bactérie (espace intermédiaire entre les membranes
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interne et externe). En plus du mode de translocation co-traductionnelle, les cellules pro-
caryotes disposent d’'un mode de translocation post-traductionnelle faisant intervenir la
protéine SecA, un complexe protéique cytosolique qui pousse la protéine a travers SecYEG
par une activité ATPase[80, 81, 82].

1 2 3 4 5

cytosolic
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Sec62/63
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BIP/QCD of Sec63 %

FIGURE 2.4 — Illustration de la translocation post-traductionnelle : 1) La protéine nouvel-
lement synthétisée est couverte de molécules chaperonnes, limitant les risques d’agrégats
qui pourraient perturber la translocation. 2) Le peptide signal est reconnu par le complexe
Sec, ce qui libere les molécules chaperonnes dans le cytosol. La protéine diffuse de maniere
passive a travers le canal central de Sec61, puis elle est captée par une protéine BiP dans
la lumiere, qui se lie a elle apres hydrolyse de son ATP liée au contact du domaine J du
complexe Sec63. 3) Par mécanisme de ratchet brownien, la rétro-diffusion de la protéine
est inhibée par la présence de molécules BiP liées, ce qui favorise la translocation, une
nouvelle molécule BiP se liant dés que la longueur de protéine le permet. 4) Lorsque la
derniere portion de protéine quitte le cytosol, la séquence signal est clivée, ce qui libere la
protéine dans le cytosol. 5) En dehors de la zone d’influence du domaine J du complexe
Sec63, I’échange d’ADP liée en ATP (par action de protéines de remplacement NEFs)
entraine la dissociation des molécules BiP de la protéine, ce qui termine la translocation.
(Extrait de [80]).

Le mécanisme de la translocation post-traductionnelle impliquant le complexe BiP
a été la premiere mise en évidence d’un ratchet de translocation biologique, jusqu’alors
simple curiosité théorique. L’expérience qui a mené a cette conclusion a été réalisée par

Matlack et coll.[126] en 1999.

Expérience de Matlack et coll.

Matlack et coll. ont recréé in vitro un systeme analogue a la membrane du réticulum
endoplasmique a partir de liposomes sur lesquels des complexes Sec extraits de levures
ont été insérés[124]. Des molécules chaperonnes BiP ont ensuite été ajoutées dans la
lumiere des liposomes en présence d’ATP. Enfin, des protéines prepro-« factor (165 résidus,
soit environ 58 nm linéairement)[127, 128] ont été mises en solution avec les liposomes.
Ces protéines étaient liées a leur extrémité C & un ARNt dont la structure secondaire
ne permettait pas son transit a travers le canal central de Sec61 (70-90 nucléotides en
moyenne, soit environ 5-7 nm de largeur[129]). Ainsi, la protéine ne pouvait pénétrer dans

34



2.2. Translocases a Hsp70

le liposome qu’a partir de son extrémité N sans pouvoir étre internalisée completement
dans la lumiere, son ARNt lié étant bloqué a U'entrée du complexe Sec (Fig.2.5.A).

La proportion de protéines ayant réalisé une translocation a travers le complexe Sec
a été quantifiée par immunoprécipitation de la lumiere des liposomes. Grace a cette tech-
nique, les auteurs ont pu controler précisément chaque variable de ’expérience et ont
mis en évidence les éléments clés assurant la translocation post-traductionnelle. En par-
ticulier, Matlack et coll. ont montré la nécessité d’'un domaine J au complexe Sec pour
activer I’hydrolyse de ’ATP liée aux molécules BiP et que c’est la position luminale de
ce domaine J sur le complexe Sec63 qui donne sa directionnalité au transport (pres de six
fois plus de protéines BiP liées a la protéine lorsque le complexe Sec possede un domaine
J luminale, par rapport au cas ou ce domaine est non-fonctionnel).

Les auteurs ont ensuite démontré que la translocation post-traductionnelle s’effectue
selon un mécanisme de ratchet brownien avec la molécule BiP comme agent de ratchet.
Pour cela, ils ont comparé dans un premier temps la rétro-diffusion de protéines initia-
lement localisées dans la lumieére du liposome (excepté leur ARNt lié) en présence de
molécules BiP luminales avec et sans ATP. Des protéases ont été ajoutées au milieu ex-
térieur dans le but de digérer les portions de protéines externes au liposome, c’est-a-dire
celles ayant rétro-diffusé a travers le complexe Sec (Fig.2.5.B). En suivant I’évolution de
la fraction de protéines toujours contenue dans les liposomes (au moyen d’une quantifi-
cation par SDS PAGE des longueurs de fragments de protéines), les auteurs ont observé
que la déplétion du liposome en ATP entrainait une migration progressive de la protéine
vers le milieu extérieur (avec un temps de sortie d’environ 20 minutes), contrairement a
la condition avec ATP ou la protéine restait exclusivement dans le liposome (Fig.2.5.B).
Cette observation est attribué a 'activité des molécules chaperonnes BiP, liées a la pro-
téine apres ’hydrolyse de leur ATP liée et qui empéchent la protéine de rétro-diffuser a
travers le canal central de Sec61, a la facon d’un ratchet de translocation. Les auteurs
ont également observé indirectement par quantification de la masse des protéines apres
translocation que les protéines pouvaient étre chaperonnées par 6 ou 7 molécules BiP
simultanément. En considérant une taille typique de 8 nm par molécule BiP[103], une
protéine prepro-a factor de 165 résidus (58 nm) peut théoriquement étre recouverte au
maximum par 7 chaperonnes BiP. Cette estimation est en tres bonne adéquation avec les
mesures expérimentales, apportant ainsi du crédit au mécanisme de ratchet de transloca-
tion avancé pour expliquer le fonctionnement de la translocase Sec.

Pour appuyer cette interprétation, Matlack et coll. ont remplacé les molécules BiP par
des anticorps spécifiques a trois séquences de la protéine dans la lumiere du liposome. Ils
ont ensuite quantifié la fraction de protéines ayant réalisé une translocation a travers le
complexe Sec en fonction du type d’anticorps en présence (Fig.2.5.C). Les auteurs n’ont
pas observé d’augmentation significative des translocations en présence d’anticorps ciblant
une séquence proche de extrémité liée a ’ARNt (c’est-a-dire traversant le complexe Sec
a la fin de la translocation) par rapport a la condition témoin sans aucune molécule
chaperonne luminale. En revanche, la présence d’anticorps proches de la séquence signal
(traversant le complexe Sec au début de la translocation) a augmenté d'un facteur 5
la réussite des translocations et cette augmentation a été renforcée d’un facteur 10 par
ajout des anticorps ciblant les autres séquences de la protéine (Fig.2.5.C). A partir de
ces observations, les auteurs ont mis en évidence la possibilité d’une translocation post-
traductionnelle gouvernée par un mécanisme de ratchet de translocation avec des anticorps
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pour agents de translocation, validant ainsi 'interprétation faite précédemment pour les
molécules chaperonnes BiP.

A partir d’estimations de la constante de dissociation Ky entre la protéine BiP et un
peptide[125], on peut estimer la force effective du mécanisme de ratchet de translocation
de la maniere suivante :

frr =221 (1+ K1), (2.1)

Lpip
avec frr la force effective du ratchet, Lg;p la taille d'une protéine BiP (8 nm) et K la
constante de dissociation entre la protéine BiP et le peptide (environ 60 uM, normalisée
par la concentration standard 1 M).

Cette expression pour la force du ratchet dérive de 1’équation (1.18) du chapitre 1
pour la vitesse du ratchet imparfait (avec considération de la constante de dissociation
entre I'agent de ratchet et le substrat). il suffit pour cela de résoudre 1’équation pour une
vitesse de ratchet nulle, ce qui revient a résoudre ’équation suivante :

1- Ky [exp (%) - 1] =0 (2.2)

On trouve ainsi une force effective de ratchet environ égale a 5 pN, ce qui est compa-
rable & la force générée par une seule molécule de kinésine[130]. Si on compare cette force
a la force qui serait générée par I’hydrolyse d'une molécule d’ATP (environ 20 kpT) en
absence de dissipation et travaillant sur la longueur de la protéine BiP, on trouve environ
10 pN, ce qui correspond au double de la force générée par le ratchet de translocation,
soit un rendement de la translocase d’environ 50%. On peut expliquer cette différence
par les changements conformationnels de la protéine BiP apres hydrolyse de son ATP
liée ; ses quatre domaines se réorganisent et viennent piéger le peptide en contact avec
la chaperonne BiP, ce qui constitue un colit entropique qu’on peut évaluer en premiere
approximation par la formule d’estimation suivante[131] :

(2.3)

AS = kpTln (CB“D> ,

Co

ou Cp;p est la concentration en chaperonnes BiP utilisée dans I’expérience de Matlack et
coll., soit 10 uM et Cy = 1 M. D’apres cette formule, on peut estimer le cofit entropique
du changement conformationnel de la molécule BiP lors de I'hydrolyse de son ATP liée
a environ 12 kgT. En comptant un travail du ratchet de 10 kgT (frr X Lpip) et le
colt entropique de 12 kgT', on retrouve en bonne approximation les 20 kg7 fournis par
I’hydrolyse de I’ATP de la chaperonne BiP.

En ce qui concerne la vitesse maximale du ratchet de translocation, on peut ’estimer
via la relation suivante, provenant de la vitesse maximale du ratchet de translocation
établie dans la relation (1.18) du chapitre 1 dans le cas du ratchet parfait (K; = 0) en
absence de force freinant la translocation (w = 0) :

D

—_— 2.4
2Lpip’ (2.4)

URT maz =

ce qui meéne & Vprmae =~ 50 nm/s, ce qui est 16 fois moins rapide que la kinésine in
vitro[132]. Ces estimations sont quantitativement comparables a celles réalisées dans les
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études de Liebermeister et coll. (2001) et Elston (2002)[133, 125], qui ont repris les don-
nées des expériences de Matlack et coll. pour développer des modeles statistiques de
translocation de protéines a travers le translocon Sec61 en présence de chaperones BiP
par mécanisme de ratchet de translocation.

Matlack et coll. rappellent toutefois que le mécanisme de ratchet brownien n’exclut pas
la possibilité d’un transport actif généré par un changement de conformation de BiP lors
de I'hydrolyse de son ATP liée et qui pourrait exercer une force sur le reste de la protéine
(power stroke); cependant les observations faites par Matlack et coll. et les estimations
de 1’étude de Elston suggerent que le mécanisme de ratchet brownien suffit a lui seul
pour expliquer la translocation post-traductionnelle chez les cellules eucaryotes, les deux
modeles (ratchet de translocation et power stroke) menent a des résultats comparables
pour les forces et les vitesses de translocation : fpg o~ 2—4 pN et vpgmar =~ 120 nm/s. La
vitesse de translocation dans le cas du modele power stroke est deux fois plus grande que
celle du modele de ratchet de translocation, ce qui peut s’expliquer par les natures diffé-
rentes des deux mécanismes : le ratchet brownien sélectionne des fluctuations favorables
d’un mouvement erratique alors que le modeéle power stroke ne dépend seulement que de
la fréquence d’association et d’activité ATPase de la chaperonne BiP. Il est important
également de noter que ces deux modeles ne s’excluent pas I'un 'autre et il est tout a fait
envisageable qu’ils prennent place en simultané durant la translocation.
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FIGURE 2.5 — Expérience de Matlack et coll.[126] : A) Systéme expérimental composé d'un
liposome recouvert a sa surface par des complexes transmembranaires Sec. Des protéines
prepro-a factor en solution sont libres de traverser le complexe Sec par translocation
post-traductionnelle mais un ARNt fixé a 'extrémité C de la protéine 'empéche d’étre
completement internalisée dans le liposome. L’intérieur du liposome ne contient que des
molécules chaperonnes BiP liées a de 'ATP. B) Mise en évidence du rdle de BiP dans
la translocation post-traductionnelle : la protéine est initialement dans la lumiere du
liposome, seule son extrémité avec ARNt est a l'extérieur. Des protéases se trouvent en
solution a l'extérieur du liposome et peuvent digérer les portions de protéines en dehors
de la lumiere. Le milieu est ensuite déplété en ATP puis la portion de protéine située dans
la lumiere est mesurée au cours du temps. Le résultat est ensuite comparé a la condition
sans déplétion d’ATP. C) Ratchet brownien en présence d’anticorps : la protéine BiP
est remplacée par un mélange d’anticorps ciblant 3 portions distinctes de la protéine et
la proportion de translocations réussies est quantifiée selon la composition du mélange
d’anticorps (les couleurs grise et noire correspondent a deux réalisations différentes de
I'expérience). (B et C adaptés de [126]).
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2.2.3 Complexe TIM/TOM
Généralités

Les mitochondries sont des organites essentiels a la survie de la grande majorité des
cellules eucaryotes en tant que principales unités productrices d’ATP[134, 135]. Elles
interviennent également dans un grand nombre de voies de régulation du métabolisme
cellulaire, de la croissance a la mort de la cellule[136, 137, 138]. Du fait de leur role pri-
mordial dans la survie d'un organisme eucaryote, de nombreuses maladies, en particulier
les maladies dégénératives, trouvent leur origine dans des anomalies mitochondriales[139,
140, 141].

Les mitochondries, en tant qu’organites issus de ’endosymbiose d'une cellule primor-
diale avec une a-protéobactérie[142, 143], possedent leur propre voie de sécrétion de pro-
téines a partir d’ADN mitochondrial transcrit puis traduit directement dans la matrice
mitochondriale[134, 135]. Cependant, par transfert originel d’une partie du génome mito-
chondrial vers le noyau, 90 a 99% des protéines mitochondriales sont codées dans le noyau
et nécessitent un transport du cytosol vers la matrice mitochondriale[144, 145].

Les mitochondries possedent la particularité d’avoir deux bicouches lipidiques les sé-
parant du cytosol, une couche interne et une externe[137]. En raison de cette particularité,
la translocation d’une préprotéine nécessite une machinerie moléculaire plus complexe que
pour la translocation a travers la membrane du réticulum endoplasmique. Ce transport
s’effectue de maniere active a travers le complexe transmembranaire TIM/TOM (Trans-
locase of Inner/Outer Membrane)[86, 87, 88].

Actuellement, cinqg modes de translocation ont été décrits pour le fonctionnement
du complexe TIM/TOM|87]. Nous ne détaillerons ici que la voie principale nécessitant
une préséquence signal sur la préprotéine. Le fonctionnement des quatre autres voies de
translocation est décrit en détail dans les revues suivantes :[146, 147, 87].

Translocation par préséquence

La voie de translocation par préséquence concerne environ 60% des protéines mi-
tochondriales nucléaires (synthétisées dans le noyau)[148]. La préséquence (ou peptide
signal) de ces protéines est située a 'extrémité N; elle est d’une taille allant de 15 a 50
acides aminés en moyenne, qui s’organisent selon une hélice o amphiphile (c’est-a-dire
possédant a la fois un groupe hydrophile et hydrophobe) et chargée positivement pour sa
partie hydrophile[149]. Ce qui suit résume la translocation par préséquence (Fig.2.6) ; une
description plus détaillée est disponible dans les revues suivantes : [87, 88].

La préséquence est d’abord reconnue par le récepteur transmembranaire Tom20 via sa
partie hydrophobe, qui I'adresse au récepteur Tom22 par sa partie positive. Le récepteur
Tom?22 est situé au centre d’un assemblage de 3 complexes Tom40 constituant chacun un
canal de translocation a travers la membrane externe; les centres des pores sont espacés
de 5 nm et ont chacun un diameétre de 1,9-2,7 nm ainsi qu’'une longueur de 5-6 nm[150,
151]. La translocation de la préséquence a travers Tom40 s’effectue selon un processus de
diffusion facilitée en raison de l'interaction spécifique entre la préséquence et des régions
hydrophobes et hydrophiles internes au canal Tom40, dont I'ouverture est provoquée par
larrivée de la préséquence. Une fois la translocation a travers Tom40 terminée, la présé-
quence est captée dans I'espace intermembranaire par le récepteur Tim50 qui I'adresse au
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FIGURE 2.6 — Translocation par préséquence du complexe TOM/Tim23 : la préprotéine
est initialement captée par les récepteurs Tom20 et Tom22 via la surface hydrophobe de sa
préséquence (une hélice & amphiphile chargée positivement) puis elle est adressée au trans-
locon Tom40 qui se charge de I’acheminer vers l’espace intermembranaire par diffusion
facilitée. La préséquence se lie ensuite au récepteur intermembranaire Tim50 qui ’adresse
au translocon Tim23. La translocation de la préséquence a travers Tim23 s’effectue grace
a une différence de potentiel entre le milieu intermembranaire et la matrice mitochon-
driale ou elle est ensuite clivée par une peptidase (mitochondrial processing peptidase,
MPP). Le reste de la préprotéine est transportée a travers le complexe TOM /Tim23 par
I'action conjointe de molécules chaperonnes mtHsp70 et du complexe PAM (presequence
translocase-associated motor) : le complexe PAM possede un domaine J activant I’hydro-
lyse ’ATP par mtHsp70, ce qui lui permet de se lier de maniére stable a la préprotéine
a la sortie de Tim23. Cette liaison limite la rétro-diffusion de la préprotéine a travers
le complexe TOM/Tim23 selon un processus semblable a un ratchet brownien et assure
I'internalisation complete de la préprotéine dans la matrice mitochondriale. (Adapté de
[37])
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translocon Tim23 de la membrane interne. L’interaction entre la préséquence et Tim50
provoque l'ouverture de Tim23 et la translocation a travers le canal de Tim23 (diameétre
1,9-2,7 nm, longueur 7 nm [151]) s’effectue au moyen d’un gradient de proton (typique-
ment 180 mV[152]) entre 'espace intermembranaire (+) et la matrice mitochondriale (-),
maintenu par l'activité de la chaine respiratoire; la partie positive de la préséquence est
entrainée vers la matrice mitochondriale, chargée négativement. Une fois la translocation
par forgage électrostatique de la préséquence a travers Tim23 terminée, la préséquence
est clivée par une peptidase (MPP, mitochondrial processing peptidase).

Modele du ratchet de translocation pour la translocation a travers le pore
TIM

Cependant, du fait de la diversité des acides aminés constituant la préprotéine, la dif-
férence de potentiel intermembranaire est inefficace pour assurer la translocation du reste
de la molécule, seule sa préséquence y est sensible. Pour réaliser ce processus, le complexe
Tim23 est couplé coté matrice mitochondriale a un ensemble de complexes assurant 1’ac-
tivité translocase du translocon TIM/TOM : des molécules chaperonnes mtHsp70 (de la
méme famille de molécules que la protéine chaperonne BiP du réticulum endoplasmique)
se trouvent dans la matrice mitochondriale sous une forme liée & une molécule d’ATP ;
ces molécules chaperonnes ont un rayon de giration d’environ 2 nm[153]. MtHsp70 est
recrutée par le complexe Tim44 qui la met en contact avec le translocon Tim23, puis des
complexes PAM (Presequence translocase-associated motor) associés a Tim23, Pam16 et
Pam18, respectivement J-like et J protéines, activent 1'hydrolyse de I’ATP liée des cha-
peronnes mtHsp70, ce qui provoque un changement de leur conformation et leur liaison
avec la préprotéine sortante de Tim23. MtHsp70, sous forme ADP liée a la préprotéine,
limite sa rétro-diffusion dans le translocon Tim23 & la maniére d’un ratchet brownien[95].
Ainsi, dés que la préprotéine diffuse vers la matrice mitochondriale sur la longueur d’une
protéine mtHsp70 (soit 4 nm), une autre molécule mtHsp70 vient se lier a la sortie de
Tim23 pour maintenir la dynamique de ratchet de translocation.

Lorsque la préprotéine est intégralement dans la matrice mitochondriale, les molécules
chaperonnes mtHsp70 sont dissociées de leur substrat par regénération de leur ATP liée
sous 'action de NEFs (nucleotide exchange factors) et d’autres protéines chaperonnes
(Hsp60-Hsp10) viennent prendre le relai de mtHsp70 pour empécher I'agrégation des pro-
téines et assurer leur repliement.

Modeéles alternatifs

Un mécanisme alternatif a été proposé pour expliquer le processus moteur de la trans-
location[154] : dans ce modele, mtHsp70 exerce une force de traction sur la préprotéine
lors de son changement de conformation suite a I’hydrolyse de son ATP liée, a la maniere
d’un levier (modele power stroke, semblable a celui évoqué pour le translocon Sec61). La
translocation se fait alors sous 'action d’une force de traction comme c’est le cas pour
des moteurs moléculaires tels que la kinésine ou la myosine[155].

Un troisieme modele a également été proposé par De Los Rios et coll.[156] dans le
but de fusionner les modeles du ratchet de translocation et power stroke en un seul,
appelé modele du "tirage entropique' (entropic pulling). Dans ce modele, la présence
de chaperonnes associées a la protéine en translocation réduit I'espace accessible a la
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protéine lorsqu’elle est proche du pore (Fig.2.7A-B), par un effet de surface. La protéine
chaperonnée proche de la sortie du pore est contrainte dans ses fluctuations a ne pas
intersecter la membrane interne; I’espace qui lui est accessible est donc réduit en raison
de son volume plus grand par association avec les protéines chaperonnes. Cela engendre
un coit entropique —T'AS supplémentaire pour la protéine lorsqu’elle est proche de la
membrane interne, que les auteurs estiment a environ 5 kgT', et qui décroit avec la distance

au pore (Fig.2.7C), tel que :
AS Ven
o (V). s

kB ‘/libre ( )

ot Venap €t Vigpre sont respectivement les volumes de I'espace accessible au polymere cha-
peronné et non-chaperonné.

Du point de vue énergétique, ce colit entropique est équivalent a une réduction de
I’espace accessible d’un facteur 150. Ce facteur correspond environ au rapport du volume
d’une protéine BiP de rayon de giration 5 nm a celui d'un segment de Kuhn d’une protéine
Lgunn = 2L, ~ 1 nm[157] (un monomere de Kuhn représente la taille typique d'un
monomere dans le cas d’'un polymere semi-flexible, avec L, sa longueur de persistance;
le lecteur intéressé trouvera plus de détails a ce sujet dans la section 3.1 du chapitre 3).
Dans ce schéma, un monomere chaperonné voit son volume fixé par celui de la protéine
chaperonne, ce qui contraint ses déplacements proches du pore, d’ou la force de tirage
entropique.

Au-dela d’une distance de 30 résidus environ (soit 10 nm), cette barriere entropique
devient négligeable par rapport a 1’énergie thermique. La force de "tirage entropique" est
estimée entre 10 et 20 pN, ce qui est 2 a 4 fois supérieur a la force effective de ratchet
calculée précédemment pour la translocase Sec.

Dans le modele du tirage entropique, ce n’est pas la taille supérieure de la protéine
chaperonne par rapport a celle du pore qui empéche la rétro-diffusion de la protéine mais la
réduction de ’entropie de la protéine chaperonnée proche du pore, ce qui differe du schéma
classique du ratchet de translocation. Le cotlit entropique supplémentaire au voisinage du
pore pousse la protéine chaperonnée a s’en éloigner, ce qui est analogue a la force de tirage
évoquée dans le modele power stroke. Au-dela de 30 résidus, I’énergie thermique devient
supérieure a ce colit entropique et la protéine peut diffuser librement. Cette longueur
de 30 résidus peut étre vue comme la limite effective du pore pour le mécanisme de
ratchet de translocation, la protéine chaperonnée subissant une force d’origine entropique
la repoussant si elle s’approche a moins de 30 résidus de la sortie du pore. Dans ce
schéma, le tirage entropique entraine la protéine loin de la sortie du pore et le ratchet de
translocation empéche sa rétro-diffusion a moins de 30 résidus du pore.

Une origine entropique de la force considérée dans le modele power stroke pourrait
permettre de réconcilier ce modele avec celui du ratchet de translocation, les deux étant
inclus dans le modele du tirage entropique. Autrement, il serait nécessaire de trouver
sur la protéine Hsp70 le mécanisme exact de levier permettant de tirer la protéine hors
du pore. Ce levier nécessite un substrat sur lequel s’appuyer et donc une orientation
précise de l'adsorption de la chaperonne Hsp70 par rapport a celui-ci. Or, nous avons
vu précédemment que la liaison entre la chaperonne Hsp70 et une protéine n’est pas
spécifique de la séquence de cette protéine ; il semble difficilement concevable qu’'une force
de levier mécanique nécessitant une géométrie aussi précise puisse assurer efficacement la
translocation d’'une grande variété de protéines.
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F1GURE 2.7 — Modele du tirage entropique - Translocation d’une protéine a travers le
complexe TIM/TOM : A) en absence de chaperonnes; B) en présence de chaperonnes.
Les protéines chaperonnes réduisent I’espace accessible a la protéine proche de la sortie du
pore. Il s’agit d’un effet de surface se réduisant avec la distance au pore. Par conséquent,
il existe un cotlit entropique supplémentaire au voisinage de la sortie du pore, qui tend
a éloigner la protéine chaperonnée de la membrane interne. C) Profil d’énergie libre de
la translocation en fonction de la distance a la sortie du pore (mesurée en nombre de
résidus). Le colit entropique supplémentaire devient négligeable par rapport a 1’énergie
thermique au-dela de 30 résidus, ou le mécanisme de ratchet de translocation devient le
moteur de la translocation. (Extrait de [156]).

2.2.4 Complexe TIC/TOC

De manieére analogue aux mitochondries, les chloroplastes constituent des organites
essentiels a la survie des cellules végétales. Leur fonction principale consiste en leur activité
de photosynthese, qui leur permet de produire du glucose et de générer des molécules
d’ATP a partir de I’énergie lumineuse[158, 159].

Les chloroplastes sont issus de ’endosymbiose d'une cellule eucaryote primordiale et
d’une cyanobactérie[160, 161]. De méme que pour la mitochondrie, un transfert génétique
entre la cyanobactérie et sa cellule hote a eu lieu; on dénombre aujourd’hui plus de
95% des protéines chloroplastiques produites dans le noyau[160, 162]. Par conséquent,
une voie de translocation de ces préprotéines du cytosol vers le stroma du chloroplaste
a été développée par la cellule, impliquant les translocons TIC/TOC (Translocon at the
Inner/Outer envelope membrane of Chloroplasts)[89, 90, 91].

La majorité des préprotéines destinées au chloroplaste et synthétisées dans le cytosol
possede un peptide signal sur leur extrémité N servant a initier la translocation. Ces pré-
protéines sont également couvertes de molécules chaperonnes Hsp70 et Hsp90 limitant les
risques d’agrégation de la préprotéine avec d’autres protéines du cytosol et la maintenant
partiellement dénaturée[163]. Le peptide signal est initialement reconnu par les complexes
membranaires Toc33 et Tocl59 dans la membrane extérieure du chloroplaste. Ces com-
plexes possedent une activité GTPase couplée au canal central du translocon TOC, le
complexe Toc75, s’ouvrant lors de '’hydrolyse de GTP par Toc33 et Toc59[164]. Le rayon
de ce canal mesure entre 1,4 et 2,6 nm[165]. Toc75 facilite la translocation du peptide
signal au moyen de domaines POTRA (polypeptide transport-associated) chaperonnant
la translocation du peptide signal[166].
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Une fois dans le milieu intermembranaire, le complexe Tic22 agit comme chaperonne
pour le peptide signal, facilitant son acces au complexe TIC[167]; le complexe Tic236 est
également suspecté de lier physiquement les translocons TOC et TIC, ceci facilitant la
translocation des préprotéines[168]. Une fois dans le stroma du chloroplaste, le peptide
signal est clivé par une enzyme SPP (stromal processing peptidase)[169].

La structure du translocon TIC fait actuellement débat, ses sous-unités et les inter-
actions entre elles sont 1'objet de recherches actives[89, 90, 91]. Néanmoins, le complexe
Tic20 est envisagé comme le canal central du translocon TIC et son activité est régulée
par 'intermédiaire d’'un réseau complexe de protéines (1 MDa)[170]. Le rayon du canal
central du complexe Tic20 mesure entre 0.8 et 1.4 nm[165].

Le moteur pour la translocation de la préprotéine a travers le translocon TIC n’a pas
été clairement établi : ’hypothese principale explique que c’est la présence de molécules
chaperonnes cpHsp70, Hsp90C et Hsp93, qui fournirait la force motrice nécessaire a la
translocation de la préprotéine par interaction directe avec elle. Cette force serait issue
de Pactivité ATPase de ces protéines et elle serait régulée par les complexes associés au
translocon TIC[164]. Dans ce schéma, les similitudes entre le translocon chloroplastique
TIC et le translocon mitochondrial TIM sont fortes, le mécanisme d’import de préprotéine
dans le stroma du chloroplaste pourrait s’effectuer selon un modele de ratchet de trans-
location. Cependant, pour stimuler I'activité ATPase des protéines chaperonnes Hsp70,
il est nécessaire qu’au moins un complexe proche de la sortie du canal central du trans-
locon Tic20 possede dans sa structure un domaine J, ce qui n’a pas été mis en évidence
jusqu’ici[170, 90].

Une seconde hypothese fait appel a la présence dans la membrane interne d’'un com-
plexe imposant (2 MDa) appelé Ycf2-FtsHi, avec une forte activité ATPase, pouvant
étre recruté par le translocon TIC pour assurer la translocation de la préprotéine[171]. A
I’heure actuelle, il n’est pas possible de trancher entre les deux hypotheses. Des études
plus poussées sont attendues, pour la caractérisation d'une part des interactions entre
les chaperonnes Hsp et les sous-unités du translocon TIC, d’autre part une description
précise de la structure et de l'activité du complexe Ycf2-FtsHi. Ces deux hypotheses ne
sont toutefois pas exclusives I'une de 'autre.

2.3 Pilus type IV et complexe PilQ

En plus du transfert de génes vertical (par la division cellulaire), les bactéries disposent
d’un transfert de genes horizontal (TGH), c’est-a-dire un mécanisme permettant d’inté-
grer dans une cellule une nouvelle séquence génétique sans duplication de celle-ci[172,
173, 174]. Ce mode de transfert est en grande partie responsable de l'antibiorésistance
développée par certaines bactéries en réponse a un agent antibiotique présent dans leur
environnement[175, 176].

Le transfert horizontal de génes s’articule selon trois sous-modes distincts[177] :
— la conjugaison ;
— la transduction ;

— la transformation.
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FIGURE 2.8 — Translocation par le complexe TIM/TOM : une préprotéine synthétisée
dans le cytosol, initialement chaperonnée par des molécules de la famille Hsp, est captée
par les complexes Toc33 et Toclb9 via son peptide signal a l'extrémité N. Le peptide
signal est ensuite adressé a Toc75, qui constitue le canal central de translocation pour
le translocon TOC (Translocon at the Outer envelope membrane of Chloroplasts) qui
facilite la diffusion du peptide signal vers le milieu intermembranaire. Le complexe Tic22
sert ensuite d’intermédiaire entre les translocons TOC et TIC (Translocon at the Inner
envelope membrane of Chloroplasts), ou le peptide signal est capté par un complexe
TIC d’'une taille de 1 MDa, dont le canal de translocation est formé par le complexe
Tic20. Deux possibilités ont été envisagées pour expliquer le moteur de la translocation
du reste de la préprotéine : la premiere fait appel aux protéines chaperonnes c¢cpHsp70,
Hsp90C et Hsp93 qui procéderaient d’une maniere semblable a la protéine chaperonne
mtHsp70 pour le translocon TIM ; une seconde repose sur I’existence d'un second complexe
transmembranaire (Ycf2) en mesure d’exercer une force sur la préprotéine par une activité
ATPase. Une fois la préprotéine entierement dans le stroma du chloroplaste, le peptide
signal est clivé par une enzyme SPP (stromal processing peptidase) et la préprotéine est
chaperonnée par des molécules Hsp. (Adapté de [91]).
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2.3.1 Conjugaison

Le premier sous-mode de TGH, la conjugaison, implique un transfert direct du maté-
riel génétique d'une bactérie donatrice vers une bactérie réceptrice par contact physique
entre les deux cellules[178]. Pour cela, une bactérie dotée du facteur de fécondité[179]
(facteur F') développe a sa surface des pili sexuels (ou pili F), consistant en des filaments
de pilines d'une longueur pouvant aller jusqu’a 5 pm et d’'un diametre de 6-7 nm ; ils sont
en général au nombre de trois par bactérie F™. Ces pili sont polymérisés & une vitesse
moyenne de 39,5 + 4,4 nm/s[180] a la surface de la bactérie F* et ils ont pour fonction
la recherche dans leur environnement de bactéries F~, capables de recevoir du matériel
génétique par conjugaison[181, 180]. Une fois le contact avec la bactérie F~ réalisé, le
pilus sexuel se dépolymérise par son centre a une vitesse de 15,8 + 3,0 nm/s[180], ce
qui mene au contact physique entre les deux bactéries. Le pilus sexuel est ensuite recon-
verti en pont cytoplasmique permettant I’échange d’ADN plasmidique ou chromosomique
entre les deux cellules[178]. Seul un brin d’ADN est transmis a la bactérie F~, puis le
brin complémentaire est synthétisé par la cellule. La translocation de cet ADN simple
brin s’effectue par transport actif via le complexe protéique relaxosome, disposant d’une
activité ATPase assurant la directionnalité du transport[182].

2.3.2 Transduction

Le second sous-mode de transport évoqué plus haut, la transduction, fait intervenir
des bactériophages comme vecteurs de transduction : un bactériophage infecte d’abord
une bactérie et s’integre dans son chromosome. Lorsque le bactériophage se libere du
chromosome bactérien, il peut emporter avec lui une séquence ADN chromosomique qu’il
pourra transmettre a une autre bactérie infectée[183].

2.3.3 Transformation

Le troisieme sous-mode de transport, la transformation, est le mode le plus intéressant
pour notre étude puisqu’il fait intervenir un mécanisme de ratchet de translocation comme
moteur pour I'import de matériel génétique dans une bactérie réceptrice.

Pili sexuels et pili communs

A la différence de la conjugaison, la transformation ne fait intervenir qu'une seule
bactérie ; la séquence ADN est récupérée directement dans I’environnement de la bactérie,
en général il s’agit de fragments résiduels apres la lyse d’une autre bactérie[184, 185, 186].
Pour récupérer ces fragments d’ADN, la bactérie développe des pili dits communs & sa
surface : ces pili sont constitués de filaments formés par polymérisation de pilines; ils
peuvent atteindre une longueur de quelques pm et ont un diametre d’environ 5-8 nm[187,
188]. Les pili communs peuvent sembler assez proches dans leur structure aux pili sexuels,
cependant ils n’assurent pas les méme fonctions : du fait de leur nature dynamique (vitesse
d’extension de 0,5 £+ 0,2 pm/s, semblable a la vitesse de rétraction[189]) et de la force
conséquente qu’ils sont capables d’exercer (> 100 pN, pour une longueur de persistance de
5 nm)[188, 190], les pili communs assurent la motilité de la bactérie , son organisation en
micro-colonies ou encore la captation d’objets biologiques environnant. C’est cette derniere
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fonction qui intervient dans la transformation, ou 'objet recherché est une séquence ADN
exogene.

Parmi les pili communs, le pilus type IV (PT4) occupe un role essentiel pour la trans-
formation puisqu’il agit de concert avec les complexes transmembranaires PilQ et PilC
pour réaliser la translocation de la séquence ADN captée[188]. Nous décrivons dans la suite
ce mécanisme pour les bactéries Gram- (possédant deux membranes interne et externe,
séparées entre elles par une couche de peptidoglycane); les bactéries Gram+ possedent
une machinerie cellulaire proche de celle décrite pour les Gram-, mais la transformation
est moins bien comprise, d’ou le choix retenu ici.

Mécanisme de la transformation

La transformation commence par la polymérisation des filaments de pilines formant
le PT4 au niveau du complexe PilC de la membrane interne (Fig2.9); PilC s’associe aux
complexes PilD et PilB pour le recrutement de pilines depuis la membrane interne et leur
polymérisation en filaments par activité ATPase[185, 186, 188]. Le pilus traverse la péri-
plasme et débouche dans le milieu extracellulaire via le pore membranaire PilQ. Lorsque
le PT4 entre en contact avec une séquence ADN exogene, une dépolymérisation des fila-
ments de pilines s’opérent depuis le complexe PilC (membrane interne) sous le contréle du
complexe PilT, & une vitesse supérieure a 2000 nm/s[191], introduisant ainsi une portion
de la molécule ’ADN a l'intérieur du périplasme. Cette portion est ensuite captée par
les protéines chaperonnes ComEA libres dans le périplasme : la protéine ComEA (8 kDa)
possede deux motifs hélice-hairpin-hélice, d’'une longueur d’environ 20 résidus et espacés
entre eux d’environ 1 nm[192], capables de se lier de maniére non-spécifique a la double
hélice d’'une molécule d’ADN double brin[193, 186] avec une énergie de liaison de 49 + 14
kpT[194] et une enthalpie libre de 20 kgT' (d’apres la formule kAB—C; =In (Ky), ou K4~ 3
nM[195]); on en déduit la variation d’entropie de la réaction d’association AS telle que
%: ~ —69. Ce gain d’enthalpie libre par association de la protéine ComEA est néces-
saire pour alimenter la translocation de ’ADN en énergie car le périplasme des bactéries
Gram- ne contient pas de molécules d"ATP[196]. Nous constatons que I’énergie récupérée

dans cette association est comparable a celle récupérée lors de I’hydrolyse d’une molécule
d’ATP.

En se liant a la séquence ADN en cours de translocation a travers le complexe PilQ,
ComEA empéche sa rétro-diffusion a travers le pore membranaire et promeut ainsi sa
translocation directive a la maniere d’un ratchet de translocation[191, 186]. Il a été montré
que la translocation de la molécule d’ADN a travers la membrane externe est indépendante
de sa translocation a travers la membrane interne, les deux processus étant découplés[197,
198]. Une fois la séquence ADN complétement internalisée dans le périplasme, elle est
captée par le complexe ComEC de la membrane interne, qui assure sa translocation vers
le cytoplasme par activité ATPase. Le mécanisme mis en oeuvre par ComEC n’est pas
connu a ce jour, il est possible quun gradient électro-chimique soit a l'origine de ce
mécanisme ; une hypothése alternative fait appel au ratchet de translocation avec pour
agents de ratchet les protéines cytosoliques SsbB, DprA, and RecA[186].
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FIGURE 2.9 — Transformation par le pilus type IV : une molécule d’ADN exogeéne (trans-
forming DNA, tDNA) est initialement capturée par le pilus type IV, formé de multiples
filaments de pilines polymérisées, ce qui provoque la rétraction du pilus par dépolymé-
risation des pilines a sa base. La rétraction du pilus entraine avec lui une portion de
I’ADN exogene au sein du périplasme, ou il est capté par des complexes ComEA qui se
lient a la double hélice de maniére non-spécifique. La présence de ComEA lié empéche
la rétro-diffusion de la molécule d’ADN a travers le pore membranaire PilQ, ce qui favo-
rise sa translocation vers le périplasme a la maniére d’un ratchet de translocation. Une
fois ’ADN internalisé dans le périplasme, un complexe ComEC de la membrane interne
déshybride ’ADN double brin pour le transporter ensuite vers le cytoplasme de la bactérie
selon un mécanisme encore inconnu; le second brin d’ADN reste dans le périplasme ou il
sera digéré. (Extrait de [186]).
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Expérience de Hepp et coll.

Le mécanisme de ratchet de translocation présent dans la transformation a été mis
en évidence par Hepp et coll.[191] en 2016 a partir d’une expérience de pinces optiques :
dans cette étude, les auteurs ont mis en contact une molécule d’ADN de 10 kbp, liée a
une extrémité par liaison biotine-streptavidine a une micro-bille piégée par une pince op-
tique, et une bactérie, Neisseria gonorrhoeae, sur un gel d’agar (Fig.2.10A). Les bactéries
utilisées dans cette étude présentaient une mutation pour la protéine pilV, jouant un role
dans I'assemblage du pilus; il a été montré qu'une telle mutation augmente la fréquence
de transformation et limite la motilité de la bactérie, ce qui présentait des avantages si-
gnificatifs pour la réalisation d'une expérience de pince optique[191, 199]. Les auteurs ont
mesuré 1’évolution de la longueur d’ADN entre la bille et la bactérie au cours du temps a
force constante (force clamp). Pour des forces inférieures & 17 pN, la réduction progressive
de la longueur d’ADN par son internalisation a l'intérieur de la bactérie a toujours été
observée (Fig.2.10B), ce qui signifie que le moteur a 'origine de la transformation peut
générer une force de 17 pN. Ensuite, les auteurs ont observé qu'une mutation du gene
codant pour la protéine ComEA, provoquant une baisse de 75% de la concentration de
ComEA dans le périplasme, induisait une baisse significative de la vitesse de translocation
moyenne (Fig.2.10C), passant de (194 4+ 47) nm/s pour le témoin & (71 £ 26) nm/s pour
la version de ComEA mutée[191]. De plus, la relation force-vitesse mesurée pour 1'im-
port d’ADN dans la bactérie suivait de maniére quantitative les prédictions du modele
du ratchet de translocation 2.6 (Fig.2.10D), établi précédemment dans la section 1.3.2 du
chapitre 1 :

2D 3w’
U(F) = — X W_L, (2.6)
_ee—1
a T—Kee—1) ¥

avec v la vitesse de translocation, F la force exercée par la pince optique, D = (250 + 100)
nm?.s7! le coefficient de diffusion de I’ADN dans le pore membranaire PilQ, a = (1.6 & 0.3)
nm la distance moyenne entre deux sites d’adsorption de ComEA sur 'ADN, K =
(1.2 4 0.8) x 1073 la constante de dissociation de 1’équilibre d’adsorption de ComEA sur

I’ADN et w = ki—T

Le pas a du ratchet estimé ici est en bon accord avec la taille caractéristique séparant
les deux motifs hélice-hairpin-hélice de la protéine ComEA, indiquant une densité de
molécules adsorbées importante, ’ADN est fortement couvert en chaperonnes ComEA,
ce qui contribue au succes du ratchet de translocation.

A partir des mesures de force et de pas ci-dessus, nous pouvons en déduire le travail
réalisé par le ratchet de translocation : on trouve que ce travail vaut environ 7 kg7, ce qui
correspond a un rendement de 35%. Ce travail est quantitativement comparable & celui
calculé pour la translocase Sec dans la section 2.2.2 et le facteur d’élongation du ribosome
2.2.2.

Toutes ces observations, associées aux observations d’études précédentes montrant que
I'absence totale de complexes ComEA dans le périplasme inhibe la transformation[200,
198, 194], mettent en évidence le mécanisme de ratchet de translocation pour I'import
d’ADN exogene dans une bactérie par transformation. Il s’agit également de la premiere
étude expérimentale retrouvant avec succes la relation force-vitesse prédite par le modele
du ratchet de translocation 2.6.
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FIGURE 2.10 — Expérience de Hepp et coll. : A) Systéme expérimental constitué d’une
pince optique piégeant une micro-bille sur laquelle est attachée une séquence ADN de 10
kbp par liaison biotine-streptavidine ; la molécule d’ADN est mise en contact avec une
bactérie Neisseria gonorrhoeae sur un support d’agar. La longueur d’ADN entre la bille
et la bactérie est mesurée au cours du temps a force constante. B) Longueur d’ADN entre
la bille et la bactérie au cours du temps pour une force de 4 pN pour la pince optique.
C) Vitesse moyenne de translocation entre la condition témoin (ApilV') et la condition
mutée pour le géne codant pour la protéine ComEA (ApilV AcomE234). D) Relation
force-vitesse mesurée pour I'import d’ADN dans la bactérie Neisseria gonorrhoeae, avec

ajustement des données expérimentales par le modele du ratchet de translocation 2.6.
(Extrait de [191]).
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2.4 Résumé sur les translocons

Nous avons vu a travers les exemples de translocons précédents se dessiner un sys-
teme type du ratchet biologique. Bien que ces complexes protéiques aient des fonctions
différentes, que les molécules transportées ne soient pas les mémes et que les protéines
intervenant dans le processus de transport soient elles-aussi différentes, nous retrouvons
toujours les mémes ingrédients :

— un nanopore dynamique pouvant s’ouvrir ou se fermer ;

— une protéine a transporter disposant d’'une séquence spécifique reconnue par le na-
nopore et provoquant son ouverture;

— un moteur moléculaire, sous forme de "nano-pince' captant le substrat en translo-
cation et accélérant le transport.

A travers ces trois éléments principaux, nous distinguons un systéme a la fois spécifique
et directionnel.

Les translocons sont spécifiques : en effet, le nanopore ne s’ouvre que si la protéine en
translocation dispose d’une séquence signal. Le plus souvent, cette séquence est chargée
positivement, ce qui permet a la translocase de capter la protéine et de l'insérer dans
le nanopore. Cette séquence signal est ensuite transportée de l'autre c6té du nanopore
par la différence de potentiel membranaire, ou elle est finalement captée par un moteur
moléculaire comme Hsp70. Sans cette séquence signal, la translocation n’est pas permise,
d’une part car le nanopore n’est pas ouvert, d’autre part car la protéine n’est pas guidée
vers l'autre extrémité du pore par la différence de potentiel membranaire. Ce double
contrdle assure la spécificité du transport par la translocase.

Les translocons sont directionnels : une fois la séquence signal acheminée de 'autre
c6té du nanopore, les protéines comme Hsp70 s’associent au substrat en translocation
et assurent son transport grace a leur activité ATPase. En particulier, le travail fourni
par ces moteurs moléculaires permet de compenser le coiit entropique de confinement
de la protéine a l'intérieur du nanopore, ce qui constitue le principal frein a la diffusion
libre de ces molécules a travers des nanopores passifs. Ces pinces moléculaires empéchent
la rétro-diffusion de la protéine a travers le nanopore, ce qui favorise le transport de la
molécule. Ces moteurs moléculaires ne sont situés que d'un seul c6té du nanopore, ce qui
permet de donner la directionnalité du translocon. En effet, une protéine ayant déja réalisé
sa translocation ne peut plus repartir en arriere, en premier lieu parce que sa séquence
signal devrait remonter le potentiel membranaire sans source d’énergie a disposition, ce
qui est défavorisé énergétiquement, mais aussi parce que la protéine ne pourrait pas étre
tirée par les protéines Hsp70, celles-ci n’étant présentes que d’un seul c6té du nanopore.

En combinant directionnalité et spécificité, les translocons se présentent comme des
systemes biologiques optimisés pour le transport de macromolécules a travers les mem-
branes biologiques. Nous allons voir dans la suite de ce chapitre un autre exemple de sys-
teme biologique combinant ces caractéristiques et permettant un transport bi-directionnel
spécifique de tres nombreuses molécules : le pore nucléaire.
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2.5 Pore nucléaire

Parmi les translocons que comportent la cellule, le pore nucléaire est certainement le
plus complexe d’entre eux, assurant des fonctions diverses comme le transport de molécules
entre le noyau et le cytosol ou encore la régulation de l'expression génétique[201, 202].

Du fait de la présence d’un noyau encapsulant le matériel génétique des cellules eu-
caryotes, une étape supplémentaire de translocation a travers 1’enveloppe nucléaire est
nécessaire pour réaliser la traduction des ARNs messagers en protéines par rapport aux
cellules procaryotes. Cette étape de translocation est hautement régulée au niveau du pore
nucléaire (Nuclear Pore Complex, NPC), dont le role est de sélectionner les molécules de-
vant traverser I'enveloppe nucléaire tout en restant imperméable aux autres molécules,
ceci dans les deux sens, que ce soit pour l'import de molécules nécessaires a la trans-
cription ou la réplication de ’ADN génomique (polymérases, acides nucléiques...), pour
I'export de molécules hors du noyau, notamment I’ARN messager ou plus simplement la
diffusion libre de petites molécules comme des sucres ou des ions entre le cytosol et le
noyau[201, 202].

2.5.1 Structure du pore nucléaire

Le pore nucléaire est un complexe protéique d’une masse moléculaire allant de 50
MDa a plus de 120 MDa[202], ce qui le classe parmi les complexes protéiques les plus
imposants de la cellule. Selon I'espece, on peut compter entre 100 et plus de 10 000 pores
nucléaires sur une enveloppe nucléaire[203], en sachant qu’un seul pore nucléaire permet le
transport de pres de 100 MDa/s (soit sa propre masse en une seconde), correspondant en
moyenne a 1000 molécules par seconde[204]. Ses dimensions peuvent varier d’une espéce
a 'autre, mais le pore nucléaire de Xenopus laevis peut étre décrit comme un cylindre
de 125 nm de diametre pour une hauteur d’environ 200 nm|[205] (Fig.2.11). La structure
centrale insérée dans ’enveloppe nucléaire dispose d’une symétrie octogonale autour de son
axe transversal a I’enveloppe nucléaire dont le motif est composé d’environ 34 protéines
différentes, appelées des nucléoporines (Nups)[206]. Ces motifs sont asymétriques entre
le cytoplasme et le noyau, avec 8 nucléoporines cytoplasmiques non-structurées, formant
ce qu’on appelle les filaments cytoplasmiques (d’une taille de 50 nm) et 8 nucléoporines
nucléaires organisées selon une structure en forme de panier, appelé panier nucléaire (d’'une
taille de 75 nm)[205]. Le panier nucléaire apparait comme une structure rigide (longueur
de persistance de 3 pm pour les filaments[207]). Entre les deux se trouve la matrice
centrale, en forme de sablier haut de 90 nm et dont le diametre part de 45-50 nm au
centre pour atteindre 70 nm a ses extrémités[205]. Au sein de ce canal se trouvent des
nucléoporines en forme de filaments attachés aux parois de la matrice centrale, composant
30% de la composition totale du pore nucléaire[202]. Ces filaments sont structurés selon
une répétition de résidus phénylalanine (F) et glycine (G), ¢’est pourquoi ces protéines sont
appelées FG-Nups. Les FG-Nups, d’une longueur entre 50 et 200 nm[208], sont organisées
dans le canal central du pore nucléaire selon un réseau dynamique et non-structuré du
fait des interactions faibles entre régions hydrophobes de plusieurs FG-Nups, de l'ordre
de kgT, permettant une réorganisation rapide du réseau, ainsi que de la grande flexibilité
des filaments (longueur de persistance de 0.4 nm en moyenne, correspondant a la taille
d’un acide aminé[209]) et 'absence de structures secondaires.
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FIGURE 2.11 — Structure du pore nucléaire. (Adapté de [210]).

2.5.2 Cycle d’import/export et bi-directionnalité

Le pore nucléaire est un translocon sélectif et directionnel a la fois pour 'import ou
I'export de molécules du noyau[201]. Pour cela, il agit de concert avec différentes classes
de protéines spécifiques :

— les facteurs de transport nucléaire (Nuclear Transport Factors, NTFs), dont le rdle
est d’identifier les molécules devant étre transportées a traves le pore nucléaire ;

— la protéine Ran (RAt sarcoma-related Nuclear protein), une petite protéine de 25
kDa a activité GTPase permettant de donner la directionnalité du transport selon
I'orientation du gradient de concentration de Ran.

Les NTFs sont des protéines capables de traverser le réseau de FG-Nups du pore
nucléaire (on dit qu’elles sont solubles). Elles se lient aux molécules devant traverser
I'enveloppe nucléaire (qu’on appellera cargos) par reconnaissance d’une courte séquence
d’acides aminés (Nuclear Localization Sequence, NLS, pour I'import; Nuclear Export
Sequence, NES, pour I'export) sur le cargo. Une étude de Lee et coll. a mis en évidence
trois regles générales pour la reconnaissance d’une séquence NLS par la karyophérine 52
(NTF) : celle-ci est non-structurée en I'absence de substrat, elle est globalement de charge
négative et possede une séquence consensus R/H/KX, 5PY a son extrémité C[211]. Une
fois I'interaction spécifique établie entre un NTF et un cargo via sa séquence NLS/NES,
le cargo devient lui-méme soluble dans le réseau de FG-Nups du pore nucléaire et peut
amorcer sa translocation. Nous verrons dans la suite les différents mécanismes proposés
pour cette translocation.

La plupart des NTFs font partie de la famille des karyophérines (Kaps), qui se déclinent
ensuite en importines ou exportines suivant la direction de la translocation qu’elles accom-
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pagnent, mais on trouve également d’autres types de NTFs en dehors des karyophérines,
comme les facteurs d’export NXT1, Mex67 ou Mtr2 responsables de I'export de ribonu-
cléoprotéines (composés mixtes d’ARN et d’acides aminés, comme les ribosomes ou la
SRP) chez Saccharomyces cerevisiae[201]. On dénombre au moins 20 karyophérines dif-
férentes chez I’humain, contre 14 chez la levure. Chaque karyophérine est spécifique d'un
cargo en particulier (& travers sa séquence NLS/NES)[212].

La protéine Ran est une petite protéine de 25 kDa, de la famille des protéines G (&
activité GTPase)[213]. Elle s’observe donc sous deux formes : une forme GTP et une
autre GDP. La protéine RanGTP se trouve essentiellement dans le noyau de la cellule,
tandis que la forme RanGDP est majoritaire dans le cytosol ce qui conduit a un gradient
de concentration pour les deux especes de part et d’autre de I’enveloppe nucléaire. Cette
asymétrie est essentielle pour comprendre l'origine de la directionnalité du transport a
travers le pore nucléaire.

En effet, la protéine RanGTP augmente 'affinité d’une exportine pour les séquences
NESs associées, accélérant ainsi ’export du cargo a travers le pore nucléaire[213]. Lors-
qu’elle hydrolyse sa GTP liée, elle affaiblit I’affinité entre le cargo et ’exportine, ce qui
mene a sa dissociation et a la libération du cargo dans le cytosol, empéchant ainsi toute
rétro-translocation du cargo a travers le pore nucléaire. L’exportine, libre elle aussi, peut
alors diffuser vers I'intérieur du noyau afin d’étre réemployée pour un nouveau cycle d’ex-
port. L’hydrolyse de la GTP liée a la protéine Ran est stimulée par la présence de la
protéine RanGAP (Ran GTPase Activating Protein), essentiellement localisée & I'exté-
rieur du noyau (Fig.2.12).

A Tinverse, dans le cas de I'import, la protéine RanGTP diminue l'affinité d’une im-
portine pour les séquences NLSs[213]. Ainsi, lorsqu’un cargo lié & une importine termine sa
translocation a travers le pore nucléaire et débouche dans le noyau, la protéine RanGTP
se lie a I'importine, ce qui provoque la libération du cargo a l'intérieur du noyau. L’im-
portine liée & RanGTP peut alors rétro-diffuser dans le pore nucléaire, puis ’hydrolyse
de la GTP liée provoque la dissociation de I'importine et de la protéine Ran, permettant
le recyclage de la karyophérine(Fig.2.12).

Pour stimuler la régénération de la protéine RanGDP en RanGTP et maintenir le
gradient de concentration a travers le pore nucléaire, des facteurs d’échanges RanGEF
(Ran GTP Exchange Factor) se trouvent dans le noyau, permettant ainsi le remplacement
des GDP en GTP[214]. RanGAP et RanGEF participent au maintien de la directionnalité
du transport a travers le pore nucléaire en alimentant le cycle d’export /import des cargos
liés aux karyophérines par l'intermédiaire de la protéine Ran.

2.5.3 Sélectivité du pore nucléaire

L’élément central du pore nucléaire permettant sa sélectivité est son réseau de FG-
Nups a l'intérieur du canal : comme expliqué précédemment, les FG-Nups sont des fila-
ments possédant a la fois des parties hydrophiles et d’autres hydrophobes (amphiphiles).
Ces dernieres peuvent interagir entre filaments pour former les noeuds du réseau, avec une
énergie de 'ordre de kgT'; ainsi, par simples fluctuations thermiques, le réseau se réorga-
nise en permanence. La sélectivité du pore nucléaire doit donc provenir de ses propriétés
structurales.

Des études ont montré 'existence d’un canal central au sein du réseau de FG-Nups
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FIGURE 2.12 — Cycles d’import /export des cargos a travers le pore nucléaire en présence
de karyophérines (kar) et de la protéine Ran. (Extrait de [215]).

permettant la diffusion libre de molécules de petites tailles (jusqu’a 29 kDa[216]), avec un
diametre d’environ 5,3 nm[217]. Ce canal permet la diffusion libre de petites molécules
comme les ions ou les sucres afin d’assurer I’homéostasie du noyau et du cytosol. Les
molécules de masse plus grande que 29 kDa sont fortement ralenties dans leur diffusion
a travers le réseau de FG-Nups et celles supérieures a 61 kDa sont totalement stoppées
a l'entrée du pore nucléaire[216]). Les molécules d'une extension spatiale supérieure au
plus petit diametre du pore (45-50 nm) peuvent le traverser moyennant un changement
de conformation et accompagnées d'un NTF[218, 219]. Ghavami et coll.[220] ont observé
par simulations Monte Carlo du pore nucléaire que la présence de motifs hydrophobes a la
surface du cargo diminue de pres de 3 kg'T la barriere d’énergie libre formée par le réseau
de FG-Nups, permettant au cargo de la traverser la simples fluctuations thermiques. Les
auteurs ont alors pu établir les régimes de transports selon la taille et la densité en motifs
hydrophobes du cargo.

2.5.4 Modeles pour le mécanisme de transport a travers le ré-
seau de FG-Nups

Malgré les avancées réalisées sur la compréhension de la structure du pore nucléaire, il

n’existe pas, a I’heure actuelle, de consensus scientifique sur le mécanisme précis expliquant

la sélectivité de la translocation. Néanmoins, plusieurs modeles ont été proposés pour en
rendre compte, dont les modeles suivants :

— Virtual gating[221];
— Phase sélective[204, 222];

— Réduction de dimension[223];
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FIGURE 2.13 — Densité de motifs hydrophobes du cargo en fonction de son diametre. La
translocation du cargo n’est permise que dans la zone grisée ; au-dessus de cette zone, le
cargo est piégé a l'intérieur du réseau de FG-Nups et rencontre une forte barriere d’énergie
libre pour en ressortir; en dessous, le cargo ne peut pas pénétrer dans le pore. (Extrait
de [220]).

— Kap-centric[224] ;
— Brosse de polymeres[225] ;
— Forét[226].

Le modele Virtual gating, proposé par Rout et coll.[221], décrit le réseau de FG-Nups
remplissant I'espace intérieur du pore nucléaire comme une barriere énergétique d’origine
entropique : du fait de la présence de ce réseau en constante réorganisation, ’espace ac-
cessible a une molécule en translocation est fortement réduit, ce qui confine la molécule
et réduit son entropie (Fig.2.14A). Par conséquent, le franchissement du réseau de FG-
Nups nécessite un cotit entropique d’autant plus grand que la molécule est grande. En
revanche, lorsque le cargo est lié a une karyophérine, celle-ci peut se lier de maniere tran-
sitoire avec les FG-Nups, ce qui permet un gain enthalpique réduisant le cotit entropique
de la translocation (Fig.2.14B). Ainsi, en considérant la translocation a travers le pore
nucléaire comme le franchissement d’une barriere d’enthalpie libre, le processus devient
réalisable lorsque la hauteur de cette barriere est de l'ordre de 1'énergie thermique kg'T
(Fig.2.14B). Pour qu’un tel modele soit valide, il faut que ’association entre la karyophé-
rine et les FG-Nups ne soit pas trop forte (c’est-a-dire un taux de dissociation k,, élevé)
afin d’éviter un ralentissement de la translocation. De méme, les variations d’enthalpie
libre lors de la translocation doivent toujours rester positives pour éviter un piégeage du
cargo a l'intérieur du pore nucléaire en cas de barriere d’énergie pour en ressortir.

Le modele de phase sélective, proposé par Ribbeck et coll.[204, 222], considére le ré-
seau de FG-Nups comme un gel hydrophobe uniquement perméable aux molécules d'une
taille inférieure a celle de la maille du réseau et aux grandes molécules accompagnées
d’une karyophérine. Pour les premieres, la translocation s’effectue simplement par diffu-
sion d’'une particule a travers un réseau tri-dimensionnel ce qui explique la perméabilité
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FI1GURE 2.14 — Modele Virtual gating - Profil d’enthalpie libre du cargo selon I’avancement
de la translocation : A) sans karyophérine ; B) avec karyophérine. La karyophérine réduit
I’enthalpie libre du cargo par liaison transitoire avec les FG-Nups du pore nucléaire.
(Extrait de [221]).

des molécules d'une taille inférieure a 29 kDa[216]. Pour les secondes, 'interaction entre
les récepteurs hydrophobes de la karyophérine (Nuclear Transports Receptors, NTR) avec
les noeuds hydrophobes du réseau de FG-Nups déstabiliserait le réseau et entrainerait sa
rupture locale par simples fluctuations thermiques, ce qui permettrait le passage du cargo
tout entier (Fig.2.15B). A l'inverse, un cargo ne disposant pas de karyophérine liée ne
pourrait passer le réseau qu’a la suite d’une rupture spontanée du réseau sous l'effet de
fortes fluctuations thermiques, considérées comme improbables(Fig.2.15A).

Le modele de réduction de dimension, développé par R. Peters[223], propose une trans-
location gouvernée par la diffusion du cargo lié a une karyophérine sur la surface interne
du pore nucléaire, recouverte de motifs FG. Dans ce modele, la karyophérine interagit
avec la surface des filaments cytoplasmiques ou le panier nucléaire, recouverts de motifs
FG pour lesquels les karyophérines ont une bonne affinité (Fig.2.16). Une fois lié a cette
surface, le cargo et la karyophérine diffusent le long de cette surface qui recouvre l'intérieur
du pore nucléaire, jusqu’a atteindre I'extrémité du pore et étre libérés via l'action de la
protéine Ran. Au contraire, les petites molécules peuvent diffuser librement dans le canal
central du réseau de FG-Nups. Dans ce modele, les filaments cytoplasmiques et le panier
nucléaire jouent un role d’initiateurs de la translocation en captant les karyophérines lices
a des cargos en attente de translocation.

Le modele Kap-centric, développé par Kapinos et coll.[224], considére les karyophé-
rines comme parties structurantes du réseau de FG-Nups. Les karyophérines libres (non-
complexées a des cargos) disposent d’une forte affinité pour les FG-Nups et s’intégrent
au réseau de maniere stable (K o~ 100 nM et k,;; < 1073 s71[224]). A concentration
physiologique, le réseau de FG-Nups est dense en karyophérines liées, ce qui constitue une
barriere entropique élevée pour les cargos disposant d’une faible affinité pour les FG-Nups
et non-chaperonnés par des karyophérines (Fig.2.17). En revanche, 'association entre un
cargo et une karyophérine diminue l'interaction entre la karyophérine et le réseau de FG-
Nups, ce qui permet son transit rapide au sein du pore nucléaire. Ainsi, dans le modele
Kap-centric, on distingue deux phases au sein du pore nucléaire : une phase dense en ka-
ryophérines, avec une dynamique lente, située proche des parois et qui réticule le réseau de
FG-Nups hydrophobe ; la seconde phase est caractérisée par des karyophérines faiblement
liées au réseau de FG-Nups, pouvant circuler librement au niveau du canal central formé
par le réseau et permettant ainsi la translocation sélective et rapide des cargos.

26



2.5. Pore nucléaire

A

o - ©F - &

-8 -6

D3
D1 D2 D4

|
ol

FIGURE 2.15 — Modele de phase sélective - Profil d’enthalpie libre du cargo selon 'avan-
cement de la translocation : A) pour un cargo non-lié a une karyophérine; B) avec une
karyophérine. Pour progresser dans la translocation, le réseau de FG-Nups doit locale-
ment se défaire pour permettre le passage de cargos plus gros que la maille du réseau. En
I’absence de karyophérine, les noeuds du réseau doivent s’ouvrir spontanément par fluc-
tuations thermiques, ce qui représente une barriere enthalpique importante dans le cas ou
le réseau est tres enchevétré. En revanche, pour un cargo lié a une karyophérine, les ré-
cepteurs hydrophobes de la karyophérine (Nuclear Transports Receptors, NTR) peuvent
se lier aux résidus hydrophobes des noeuds du réseau de FG-Nups et ainsi le déstabiliser,
favorisant sa rupture locale. (Extrait de [222]).
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FIGURE 2.16 — Modele de la réduction de dimension : (gauche) les petites molécules
peuvent diffuser librement dans le canal central formé par le réseau de FG-Nups, tandis
que les grosses molécules non-chaperonnées par une karyophérine sont bloquées a l’entrée ;
(droite) les grosses molécules liées a une karyophérine sont captées par les filaments cyto-
plasmiques ou le panier nucléaire, recouverts de motifs FG. Cette surface s’étend sur toute
la face interne du pore nucléaire. une fois liée a la surface FG, le cargo et sa karyophérine
liée diffusent sur la face interne du pore nucléaire (diffusion a deux dimensions), jusqu’a
atteindre extrémité du pore. (Adapté de [223]).
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FIGURE 2.17 — Modele Kap-centric : les karyophérines libres réticulent le réseau de FG-
Nups du pore nucléaire et sa sélectivité augmente avec la densité en karyophérines, formant
une phase lente et structurant le canal central du réseau. Les karyophérines liées a des
cargos disposent une affinité réduite pour le réseau de FG-Nups, ce qui leur permet de
transiter a travers le pore sans étre piégées par le réseau. (Extrait de [224]).

Le modele Brosse de polymeéres, proposé par Lim et coll.[225], considére le réseau
de FG-Nups comme une brosse de polymeres. Cette brosse s’effondre sur elle-méme en
présence d’une karyophérine, d'une maniere semblable aux prédictions de 1’étude de Op-
ferman et coll.[227] pour des concentrations faibles en nanoparticules. Lorsquune karyo-
phérine liée a un cargo s’approche du pore nucléaire, elle est captée par les FG-Nups, qui
s’effondrent a son contact, tractant la karyophérine et son cargo vers le site d’ancrage
des FG-Nups concernées. La translocation a travers le pore se fait par dissociations-
associations et effondrements successifs du réseau de FG-Nups, jusqu’a 'action de la
protéine Ran qui libere le cargo. Lim et coll. ont observé par mesure de forces a ’AFM
I'effondrement d’une brosse de FG-Nups par ajout d’importine-31, passant de 30 nm a
prés de 11 nm. En revanche, apres effondrement de la brosse de FG-Nups, 'ajout de
protéines RanGTP a permis un retour réversible a la hauteur de brosse initiale, ce qui
souligne I'importance de la protéine Ran dans le processus de translocation, négligé dans
les modeles précédents.

Le modele forét, développé par Yamada et coll.[226], propose une organisation du
réseau de FG-Nups selon les domaines structurant les FG-Nups. En particulier, les auteurs
classent les types de FG-Nups selon la présence ou non d’'un domaine étendu et non-cohésif,
peu dense en résidus, ce qui permet le passage du cargo dans le réseau ; ces FG-Nups sont
classées comme "arbres" ; au contraire, les FG-Nups ne disposant pas de tels domaines sont
classés comme "arbustes' (a 'exception de la protéine Nup60) (Fig.2.19). Pour toutes ces
protéines (sauf Nup60), 'extrémité du filament est composé d’un domaine effondré cohésif,
capable de se lier a d’autres domaines du méme genre. Ces domaines cohésifs sont denses
en résidus, ce qui limite fortement la translocation des cargos. Avec ces deux types de
FG-Nups, arbres et arbustes, le réseau de FG-Nups est structuré de maniere a former
deux canaux de translocation pour les complexes cargos-karyophérines, un canal central
et un latéral, séparés par les domaines cohésifs des FG-Nups (Fig.2.19).

o8



2.5. Pore nucléaire

A 35+

0.33nM Kappt
“Collapse”

B e e s e e R el
10714 103 10712 1011 10710 109 108 107 o J

% el 01 00 01 02 03 04 05 08 07
app1-concentration (M) RanGTP concentration (nM)

C 1 11 1 v

Passive Kapp1-bound cargo
e [
S-— ¢ [ ]
c
7 n
—~ & @
— -

molecule
. 2
b
RanGTP-Kapfi1 cargo

{

FIGURE 2.18 — Modele de brosse de polymeres : A) Epaisseur de la brosse en fonction de la
concentration en importine-41. B) Epaisseur de la brosse (initialement effondrée par ajout
d’importine-/31) en fonction de la concentration en protéines RanGTP. C) Mécanisme du
modele de la brosse de polymere : le complexe cargo-karyophérine est capté par des FG-
Nups (I) ce qui provoque I'effondrement de la brosse et la traction du complexe vers le
centre du pore (II); par une succession de dissociations-associations entre le complexe et
les FG-Nups, le cargo débouche a l'extrémité du pore nucléaire (III) puis est finalement
dissocié de sa karyophérine sous 'action d’'une protéine Ran (IV). (Extrait de [225]).
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FIGURE 2.19 — Modele forét : (gauche) classement des types de FG-Nups selon 'existence
d’un domaine étendu et non-cohésif (arbre) ou non (arbuste) ; (droite) structure du réseau
de FG-Nups, laissant entrevoir 1'existence de deux canaux pour la translocation, un canal
central et un latéral, séparés par le domaine effondré et cohésif de FG-Nups. (Extrait de
[226]).
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Chapitre 2. Les translocons

2.5.5 Pore nucléaire et directionnalité

Que ce soit pour I'import ou pour I'export, on constate que la dissociation du cargo de
la karyophérine par I'activité de la protéine Ran empéche la rétro-translocation du cargo a
travers le pore nucléaire, car le cargo ne dispose pas, seul, d'une solubilité suffisante pour
diffuser a travers le réseau de FG-Nups du pore nucléaire, il nécessite une association avec
une karyophérine pour cela. En empéchant la rétro-translocation, le systéme couplé du
pore nucléaire et des karyophérines/Ran agit comme un ratchet de translocation alterna-
tif : dans ce cas, le ratchet n’est effectif qu’une fois la translocation terminée, contrairement
aux translocases vues précédemment, ou des agents de ratchet agissent continiment lors
de la translocation. Il s’agit néanmoins bien d'un ratchet puisque la rétro-translocation
est inhibée.

Export de PTARNm

Plus précisément, le ratchet de translocation est un mécanisme ayant été proposé pour
expliquer le transport de cargos moléculaires a travers le pore nucléaire.

M. Stewart a proposé un mécanisme de ratchet de translocation pour 'export d’ARNm
hors du noyau[228, 229, 230] avec pour agent de ratchet le complexe protéique Mex67:Mtr2,
un hétérodimere de 526 kDa (environ 5 nm) non-relié au gradient de RanGTP (contraire-
ment aux karyophérines) mais disposant d’une forte affinité pour les FG-Nups et pouvant
se lier & des ARNm de maniére non-spécifique, avec une énergie de 14-16 kgT'.[231, 232,
233, 234].

Pour cela, des complexes Mex67:Mtr2 se lient & une molécule d’ARNm dans le noyau,
ce qui lui permet de traverser le réseau de FG-Nups. Lorsque qu’un segment d’ARNm
atteint le cytoplasme, la portion est remodelée par I'hélicase Dbp5 (enzyme ATPase), ce
qui provoque la dissociation du complexe Mex67:Mtr2. Le segment d’ARN ayant perdu
son transporteur, il ne peut plus rétro-diffuser a l'intérieur du réseau de FG-Nups et
diffuse donc dans le cytoplasme en entrainant avec lui le reste de la molécule d’ARN a la
maniere d'un ratchet de translocation (Fig.2.20A-B).

Au regard de I'organisation de I'export de ’ARNm hors du noyau, une hypothese plau-
sible pour expliquer la directionnalité du transport serait le gradient de concentration de
I’hélicase Dbpb, essentiellement localisée au niveau des filaments cytoplasmiques du pore
nucléaire : Dbpb interagit spécifiquement avec le S-propeller terminal de la nucléoporine
Nup159, ce qui la concentre dans le cytoplasme[235, 236, 237|. Le recyclage du complexe
Mex67:Mtr2 se fait ensuite par simple ré-équilibre de sa concentration entre les deux cotés
du pore nucléaire.

Simulation de Mincer et Simon

Le détail du mécanisme au coeur de la translocation de cargos a travers le pore nu-
cléaire faire I'objet de recherches actives, tant du point de vue expérimental que des
simulations. L’étude de Mincer et Simon[238] met en avant I'hypothétique existence de
positions d’équilibre dans le réseau de FG-Nups, permettant au cargo de passer de I'une
a I'autre par fluctuations, ce qui accélérerait le transport d’apres les auteurs.

Pour aboutir a cette conclusion, les auteurs ont mis en oeuvre une simulation de
dynamique moléculaire de I'import d'un cargo : le pore nucléaire est modélisé par un
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FIGURE 2.20 — Export d’ARNm par ratchet de translocation : A) mécanisme de ratchet
de translocation pour 'export d’'une molécule d’ARNm chaperonnée ; lorsqu’un segment
d’ARNm chaperonné sort du pore nucléaire co6té cytoplasme, sa chaperonne (le complexe
protéique Mex67:Mtr2) est dissociée par I'activité ATPase de ’enzyme Dbp5, stimulée par
Glel. Le segment d’ARNm ne peut alors pas rétro-diffuser a l'intérieur du pore nucléaire,
ce qui entraine le reste de la molécule par mécanisme de ratchet de translocation. B)
Schéma d’export d’une molécule ’ARNm. (A adapté de [228] et B adapté de [229)]).

cylindre creux de longueur 30 nm et de diametre 50 nm dont l'intérieur est couvert d’'un
nombre de FG-Nups variable allant de 8 a 80 (Fig.2.21A). Chaque FG-Nup est modélisé
par un filament semi-flexible d’une longueur allant de de 150 & 1 800 acides aminés (environ
60 nm de longueur de contour en moyenne), avec un rayon variable entre 0,3 et 3 nm. Ces
filaments disposent de sites d’adsorption de karyophérine (entre 13 et 26), pour 10 sites
de liaisons FG par karyophérine. Les cargos sont modélisés par des spheres de diametre
variable (entre 6 et 48 nm), liées ou non a une ou plusieurs karyophérines. Enfin, un
gradient de RanGTP a été généré entre 'intérieur du noyau et le cytoplasme, modélisé par
un taux d’association de RanGTP avec la karyophérine décroissant de facon gaussienne
entre 'intérieur et 'extérieur du noyau. Il est important de noter ici que les interactions
entre FG-Nups ne sont pas prises en compte, ce qui constitue une limite de I’étude car
nous avons vu précédemment que le réseau de FG-Nups est fortement connecté ; I’absence
d’interactions au sein de ce réseau peut mener a une dynamique erronée par rapport au
systeme biologique réel.

A partir de leur simulation, Mincer et Simon ont pu observer un transport directionnel
des cargos liés a des karyophérines en présence d'un gradient de RanGTP selon un mé-
canisme de ratchet de translocation : le cargo se lie d’abord a un filament de FG-Nups a
I’entrée du pore via les sites d’adsorption de sa karyophérine liée, puis le cargo est ramené
par diffusion vers une position d’équilibre proche du centre du pore autour de laquelle
il fluctue. Les autres filaments de FG-Nups se réorganisent alors autour du cargo par
fluctuations, ce qui abaisse la barriere d’énergie pour la translocation du cargo. Le cargo
peut alors diffuser plus facilement vers une seconde position symétrique de la premiere
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FIGURE 2.21 — Etude de Mincer et Simon : A) modélisation du pore nucléaire vu de
cOté ; les points verts correspondent aux sites d’ancrage des filaments de FG-Nups (ici,
80 filaments). B) Distribution de la position d'un cargo sur la durée de sa translocation ;
-15 nm correspond a l'entrée du réseau de FG-Nups coté cytoplasme, +15 nm la sortie
cOté noyau et 0 nm le centre du pore. C) Visualisation d’une translocation a différents
instants. Les billes correspondent a des cargos liés a des filaments de FG-Nups via leur
karyophérine ; nous suivons plus précisément la translocation du cargo en bleu. D) Taux
de transport en fonction du gradient de RanG'TP ; les abscisses correspondent a la position
le long de ’axe du pore pour laquelle la concentration de RanGTP tombe a 10% de sa
valeur initiale. (Extrait de [238]).
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2.5. Pore nucléaire

par rapport au centre du pore nucléaire, se rapprochant ainsi des molécules de RanGTP
(Fig.2.21B-C). Si le cargo rencontre dans cette deuxieme position d’équilibre une molécule
de RanGTP, il est séparé de sa karyophérine et est éjecté hors du pore coté nucléaire par
force entropique.

Pour appuyer cette hypotheése concernant l'existence de deux positions d’équilibre
pour la translocation d’un cargo dans le pore nucléaire, plusieurs études indépendantes
ont montré la pertinence de ce modele : nous pouvons par exemple citer 1’étude d’At-
kinson et coll.[239], ou les auteurs ont observé grace a une expérience de microscopie a
fluorescence polarisée sur des pores nucléaires in vivo une organisation des FG-Nups avec
une orientation globale ordonnée tres présente au centre du réseau de FG-Nups et plus
libre sur ses extrémités. Ce type de structure est susceptible d’induire une transition ra-
pide pour un filament de FG-Nup fluctuant vers l'intérieur du réseau, il est probable que
ce filament s’aligne avec le reste du réseau et adopte une conformation étirée le long de
I’axe du pore. Si ce filament est lié¢ a un cargo, celui-ci sera transporté d’une extrémité du
réseau de FG-Nups a l'autre en une étape discrete.

Une autre étude de Cardarelli et coll.[240] a détaillé I'observation d’une transition
rapide (3-5 ms) de la position de la nucléoporine Nup153 entre une conformation étendue
et une autre compacte. Une étude de Lim et coll.[225] décrit cette longueur de compaction
comme valant environ 100 nm, ce qui corrobore les observations de Cardarelli et coll. Cette
transition rapide entre deux positions du pore nucléaire soutient I'hypothese de I'existence
de deux points d’équilibre pour la translocation d’un cargo a travers le réseau de FG-Nups.

Du point de vue énergétique, on peut estimer les tailles relatives de barrieres d’enthal-
pie libre pour le transport a partir des taux de translocation via la relation d’Arrhenius :

k=kox e toT, (2.7)

ot k est le taux de translocation (en s™1), kg le taux d’essai en absence de barriére et AG
est la hauteur de la barriere d’enthalpie libre.

En considérant des taux d’essai identiques pour deux conditions de translocation 1 et
2, on a la relation suivante :

AAG  AG, — AGy . k1
kT kT - '

(2.8)

A partir de la relation (2.8) et connaissant les valeurs numériques des taux de translo-
cations de I’étude de Mincer et Simon (Fig.2.21D), on en déduit que le réseau de FG-Nups
du pore nucléaire augmente d’environ 1,3 kgT' 'énergie nécessaire a un cargo seul pour
traverser le pore nucléaire, ce qui limite les translocations parasites par simples fluctua-
tions thermiques sans toutefois opposer trop de résistance aux cargos chaperonnés par des
karyophérines.

Ensuite, la liaison du cargo avec une karyophérine diminue de pres de 2,4 kgT' la
barriere d’enthalpie libre pour la translocation. Lorsque le cargo perd sa karyophérine par
liaison avec la protéine RanGTP, il subit alors une force entropique de pres de 5 pN (en
considérant un cargo d’une taille de 2 nm de diametre) 1’éjectant du réseau de FG-Nups
vers 'intérieur du noyau. Cette force est quantitativement comparable a celles engendrées
par les translocons discutés dans ce chapitre.

Enfin, en considérant la distribution de probabilité de présence du cargo le long de ’axe
du pore nucléaire, bi-modale dont les pics sont situés sur les positions d’équilibre de la
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translocation (-15 nm et +15 nm par rapport au centre du pore nucléaire), avec ’hypothese
que le rapport relatif d’amplitude des deux pics est similaire au rapport des taux de
transition entre les deux positions (rapport de 5), on trouve que la barriere d’enthalpie
libre pour qu'un cargo passe de la premiere moitié du pore a la seconde est d’environ 1,6
kgT. Cette énergie vient d’une contribution entropique de la densité du réseau de FG-
Nups, forte au niveau du centre du pore. Le franchissement de cette barriere entropique ne
nécessite pas d’apport d’énergie extérieure (ATP, gradient de proton...) car la probabilité
de la franchir par simples fluctuations thermiques est de 20%. En revanche, le cargo
doit rester lié a sa karyophérine, elle-méme liée a un filament de FG-Nup, suffisamment
longtemps (au moins 10 ms) pour permettre au cargo de passer cette barriere entropique,
autrement le cargo serait éjecté avec une force de 5 pN vers le cytoplasme (le point de
départ de la translocation).

Dans le cadre des résultats de I’étude de Mincer et Simon, une hypothese envisageable
est que le réseau de FG-Nups du pore nucléaire agit de concert avec I’activité de la protéine
RanGTP pour former un mécanisme de ratchet de translocation dont la force effective est
d’environ 5 pN. Dans ce schéma, le ratchet s’effectue entre les deux positions d’équilibre
du réseau de FG-Nups; la présence d'une faible barriere d’enthalpie libre entre les deux
accélere la translocation du cargo dans le réseau de FG-Nups en tant que diffusion dans un
potentiel & deux puits[241]. Lorsque le cargo est situé dans le second puits, [’association
rapide entre la karyophérine et la protéine RanGTP empéche la rétro-diffusion du cargo
dans le réseau de FG-Nups et provoque I'expulsion du cargo vers l'intérieur du noyau.

RanGTP libération

du cargo
association

—

—Position? dissociation

FIGURE 2.22 — Modele de translocation d'un cargo a travers le pore nucléaire avec un
ordre nématique pour le réseau de FG-Nups.

Pour nuancer ces observations, nous reviendrons sur le point évoqué au début de cette
section, concernant ’absence de prise en compte dans la simulation des interactions entre
FG-Nups. Dans ce cadre, il est probable d’envisager un ordre nématique dans 1’organi-
sation des FG-Nups, ces filaments étant, dans la simulation, des filaments semi-flexibles
plongés dans un réseau dense sans association possible entre eux (Fig.2.22). Il est alors
concevable qu’une fluctuation d’un filament puisse le conduire a renverser son alignement
avec les filaments voisins pour venir s’ordonner de l'autre coté du pore, passant ainsi
d’une position a l'autre. Or, nous avons vu dans ce chapitre que les FG-Nups sont liés
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les uns aux autres a travers des interactions entre les parties hydrophobes et hydrophiles,
avec une énergie d’association de 'ordre de kgT', ce qui en fait un réseau tres dynamique.
L’hypothese d’un ordre nématique dans le réseau de FG-Nups semble alors trop forte par
rapport aux données expérimentales, c¢’est pourquoi les résultats de ’étude de Mincer et
Simon sont a nuancer.

Expérience de Chupeau et coll. et réflexion personnelle

Dans cette section, je présente un développement de la translocation par le pore nu-
cléaire selon un processus de franchissement de barriere par la théorie cinétique de Kra-
mers. Cette théorie est décrite en détail dans la section 3.3.1; nous nous contenterons ici
de ses résultats principaux. Le développement de cette section est basé sur une réflexion
personnelle, elle-méme issue d’'une étude réalisée par Chupeau et coll.[241]. Elle part du
postulat que le réseau de FG-Nups agit pour la translocation comme une barriere d’éner-
gie dont le profil comprend des courbures a certaines positions spécifiques, en particulier
a l'entrée du réseau et a sa sortie. Selon la théorie cinétique de Kramers, la courbure du
potentiel joue un réle important dans la durée de franchissement de la barriere : plus la
courbure a ’entrée de la barriere est prononcée, plus la durée de translocation est courte.

Chupeau et coll.[241] ont apporté la preuve expérimentale que la présence d’une bar-
riere d’énergie, méme bien supérieure a ’énergie thermique kgT', peut accélérer la diffusion
d’une particule de 'autre c6té de la barriere par rapport a la diffusion libre sur la méme
distance. Pour cela, il faut que la courbure w du puits de potentiel au pied de la barriere
soit suffisamment grande (Fig.2.23A-B). En effet, dans la théorie cinétique de Kramers
(voir section 3.3.1), le temps Tgqmers pour franchir le col de la barriere d’énergie évolue

de la maniére suivante : o

ekpT

(2.9)

Tkramers X
w

Ensuite, le temps 744 pour passer du col a la position d’équilibre en aval de la barriere
d’énergie correspond a une simple diffusion dans un gradient de potentiel AG :

Tslide X AG_l- (210)

En choisissant judicieusement les parametres AG et w, Chupeau et coll. ont montré
que le temps total de traversée de la barriere Tpramers + Tsiide PeUt €tre inférieur a celui
pour une diffusion libre sur la largeur de la barriere. Les auteurs ont apporté la preuve
expérimentale de ce raisonnement théorique au moyen d’un systeme microfluidique couplé
a une pince optique holographique (Fig.2.23C) : une particule colloidale a été confinée a 1D
dans un canal microfluidique au sein d’un potentiel en forme de N (soit avec une courbure
quasi-infinie du puits de potentiel) créé par la pince optique holographique (Fig.2.23D).
La hauteur de la barriere du potentiel était inférieure a 5 kgT'. La présence du potentiel en
N a diminué de moitié le temps de transport de la particule par rapport a sa diffusion libre
sur la méme distance, conformément a la théorie développée par les auteurs (Fig.2.23E).

Dans le cas du pore nucléaire, avec les énergies mesurées précédemment, on peut
imaginer que le réseau de FG-Nups accélere le transport des cargos en se comportant en
tant que faible barriere d’énergie ; 'association des NTFs (liés aux cargos) aux FG-Nups a
I’entrée du pore nucléaire se comporte comme un puits attracteur a I’entrée de la barriere
d’énergie, accentuant la courbure du potentiel. Cela pourrait expliquer I'efficacité du pore
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FIGURE 2.23 — Expérience de Chupeau et coll. : A) Décomposition des temps de traversée
d’une barriere d’énergie dans la théorie cinétique de Kramers. B) Temps de traversée
total selon la courbure du potentiel. C) Systéme expérimental : une particule colloidale
est confinée a 1D dans un canal microfluidique et est soumise a un potentiel en forme
de N par l'intermédiaire d’une pince optique holographique. D) Potentiel en forme de N
créé par la pince optique holographique. E) Temps de transport selon la distance sans
potentiel en forme de N (en noir) et avec (en bleu). (Extrait de [241]).

nucléaire pour la translocation bi-directionnelle d’une multitude de molécules : la diffusion
s’effectue entre deux positions d’équilibre de part et d’autre du centre du pore et le gradient
de RanGTP donne la directionnalité en empéchant les cargos de rétro-diffuser vers 'autre
position d’équilibre. Dans ce schéma, on peut considérer le pore nucléaire comme un
mécanisme de ratchet de translocation amélioré, ou la diffusion de chaque segment de la
molécule (entre deux sites d’adsorption d’agent de ratchet) est accélérée par la présence
d’une barriere d’énergie comme vue précédemment dans 1'étude de Chupeau et coll.[241]
et pour lequel chaque segment lié a un agent de ratchet (ici dissocié de sa karyophérine)
subit une répulsion entropique de 'ordre de quelques pN le poussant hors du réseau de
FG-Nups, en plus d’étre empéché de rétro-diffuser.

Le modele du ratchet de translocation pour le pore nucléaire est également compatible
avec la plupart des modeles évoqués dans la section 2.5.4.

En effet, dans le modele virtual gating, la hauteur de la barriere d’enthalpie libre pour
les cargos dotés d’une karyophérine doit étre de l'ordre de I'énergie thermique, ce que
nous avons mis en avant a partir de I’étude de Mincer et Simon[238] que cette énergie
vaut environ 1,6 kgT'. Pour le modele de phase sélective, la réorganisation du réseau
de FG-Nups est déja incluse dans le modele du ratchet lors de la transition d’un point
d’équilibre a 'autre. Le modele de réduction se retrouve dans la diffusion entre deux points
d’équilibre, qui peut se résumer a une diffusion 1D dans un potentiel a deux puits. Le
modele du ratchet reprend globalement le principe du modele Brosse de polymeére dans le
sens ou c¢’est 'effondrement du filament de FG-Nup lié au cargo qui amene celui-ci vers la
position d’équilibre du pore nucléaire, avant de transiter vers le second par fluctuations
thermiques. Dans le modele forét, on pourrait considérer que 'organisation des FG-Nups
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en "arbres et arbustes" est a l'origine des deux positions d’équilibre du pore; c’est un
argument également valable pour le modele Kap-centric, en remplacant les "arbres et
arbustes" par les karyophérines libres insérées dans le réseau de FG-Nups.

2.5.6 Applications technologiques

Au-dela de 'aspect fondamental de la compréhension du fonctionnement du pore nu-
cléaire, son étude trouve des applications pratiques en tant que modele de nanopompe
bi-directionnelle et spécifique.

Par exemple, dans le domaine des filtres sélectifs passifs, Wang et coll.[242] ont montré,
par l'intermédiaire d’'une modélisation du pore nucléaire, qu’il existe une concentration
intermédiaire en karyophérines maximisant la démixtion entre les cargos dans le noyau
et dans le cytosol. Les auteurs ont également montré que cette concentration correspond
en bonne approximation a celle minimisant la production d’entropie, donc la dissipation
d’énergie lors du transport. Ces observations ouvrent des perspectives pour la conception
de pores nucléaires artificiels utilisés comme filtres sélectifs passifs. A ce sujet, on peut citer
I'étude récente de Fragasso et coll.[243], ol les auteurs ont recréé un pore nucléaire artificiel
a partir de nucléoporines synthétiques mimant la structure des FG-Nups, greffées dans
des nanopores en silicium de diametres compris entre 10 et 60 nm ; ces pores nucléaires
artificiels ont permis la translocation de karyophérines tout en excluant le transport de
molécules de BSA, a la maniere d’un pore nucléaire ne permettant le passage qu’aux
molécules associées a des transporteurs.
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Chapitre

Physique des polymeres confinés

Nous avons vu dans le chapitre précédent différents translocons capables de transpor-
ter des objets aussi complexes que des protéines et des acides nucléiques. Le mécanisme
employé par ces systémes protéiques pour la translocation est celui du ratchet de translo-
cation, détaillé dans le chapitre 1 de ce manuscrit. Dans le modele du ratchet de translo-
cation développé par Peskin et coll.[60], le substrat considéré pour la translocation est une
tige rigide. Or, dans les translocons étudiés auparavant, les substrats sont le plus souvent
des protéines dénaturées ou des acides nucléiques. L’étape de confinement a I'intérieur du
pore biologique nécessite une déformation du substrat et une rupture temporaire de ses
structures secondaires éventuelles. Par conséquent, ces objets ne peuvent pas étre assimi-
lés correctement a une tige rigide en translocation et leur nature polymérique doit étre
prise en compte pour comprendre plus en détail le transport de ces molécules a travers
les translocons.

Apres un rappel des notions élémentaires de physique des polymeres, nous passerons
en revue dans ce chapitre les modeles clés pour la translocation des polymeres a travers des
nanopores, puis nous verrons ’apport de ces modeles pour la compréhension du ratchet
de translocation a travers des simulations.

3.1 Généralités sur la physique des polymeres

Il est généralement admis que 1’étude des polymeres du point de vue physique a débuté
avec les travaux fondateurs de Paul John Flory[244], qui ont posé les bases du domaine.
Les connaissances sur le comportement des polymeres en solution se sont ensuite consi-
dérablement élargies en raison des nombreuses applications dans des domaines allant de
la biologie a l'ingénierie. Le lecteur intéressé pourra consulter les auteurs suivants pour
une vue compléte du domaine : Pierre-Gilles de Gennes[65], Jacques des Cloizeaux et Gé-
rard Jannink[245], Masao Doi et Samuel Frederick Edwards[246] et Alexei R. Khokhlov,
Alexander Yu Grosberg et Vijay S. Pande[247].

La section suivante est un résumé des concepts fondamentaux de la physique des
polymeéres, nécessaires pour une bonne compréhension des modeles de translocation qui
suivront.

Avant d’entrer plus en détail dans les modeles de polymeres isolés, il est utile de
préciser le cadre de la modélisation.
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Chapitre 3. Physique des polymeres confinés

Les polymeres sont des macromolécules constituées d’unités appelées monomeres, ré-
pétées a la maniere d’une chaine de perles. Lorsque tous les monomeres sont identiques, on
parle d’homopolymere, sinon de copolymere. Selon le motif de répétition des monomeres
d’un copolymere, on distingue les copolymeres par blocs, alternés ou aléatoires.

Les polymeres existent sous des formes tres variées, qu’ils soient synthétiques, comme
le polyéthylene, le polystyrene ou le polypropylene, ou naturels, comme le coton, la soie
ou ’ADN. Le nombre de monomeres constituant une chaine de polymere est appelé degré
de polymérisation ; pour les polymeéres synthétiques, il peut aller jusqu’a 10°, contre plus
de 10° pour les polymeres naturels.

3.1.1 Modele de la chaine idéale

En raison de la multiplicité des monomeres et de leurs propriétés chimiques, il est
nécessaire de simplifier leur description dans le but d’établir une théorie générale des
polymeres. Ainsi, dans le modele de la chaine idéale, on considere le polymere comme une
chaine de N segments rigides de longueur a et non-corrélés entre eux; en particulier, les
monomeres n’interagissent pas entre eux et la chaine peut librement se croiser elle-méme.

Avec cette définition, le modele de la chaine idéale est équivalent a celui d’une marche
aléatoire, ot chaque pas constitue un monomere de longueur a (Fig.3.1). L’angle entre
deux pas successifs n’est pas contraint, on dit alors que le polymere est flexible (absence
de rigidité pour la chaine).

$

FIGURE 3.1 — Modéle de la chaine idéale : la structure de la chalne suit celle d’une marche
aléatoire de pas a (ici N = 100 monomeres).

La chaine adoptant une conformation semblable a une marche aléatoire, la distance
moyenne Ry entre ses deux extrémités est donc :

Ry = <§2> ~ N'2q, (3.1)
La distance Ry est une mesure de 'extension latérale du polymere. On définit égale-
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3.1. Généralités sur la physique des polymeres

ment le rayon de giration 7, tel que :

R§Z;§<(§_§)Q>:a ‘]g, (3.2)

i=1

ou EZ correspond a la position du i-ieme monomere de la chaine.

Il est possible de calculer la densité de probabilité des longueurs entre les deux extré-
mités de la chaine d’apres le théoreme central limite : en effet, le vecteur E reliant les
deux extrémités de la chaine correspond a une somme de vecteurs indépendants identi-
quement distribués (correspondant a l'orientation de chacun des monomeres constituant

la chaine). Par conséquent, avec <ﬁ> =0et <ﬁ2> = a?N, on a la densité de probabilité
P(ﬁ) du vecteur B suivante (& 3 dimensions) :

3 3/2 332

P(R) = <) _o 3.3

(B) = (5raw) =P 5w (3:3)

A partir de ’équation (3.3) et de la formule de Boltzmann, on peut facilement montrer
que l'entropie de la chaine idéale évolue selon la relation suivante :

Sk 182
ou Sy est une constante ne dépendant pas de ﬁ
On a alors la formule suivante pour 1’énergie libre de la chaine idéale :

F(R) = W v R, (3.5)

ou Fj est une constante ne dépendant pas de ﬁ

Enfin, on peut calculer la force nécessaire ? pour étirer une chaine idéale selon la
relation suivante :

oF (ﬁ) 3k BTﬁ
7= iy (3.6)
aﬁ a*N
Ainsi, la chaine idéale se comporte comme un ressort de constante de raideur
lorsqu’elle est étirée : on parle de ressort entropique.

3kpT
a?N

3.1.2 Modele Worm Like Chain

Le modele de chaine idéale est un modele simple pour décrire la physique d’un polymere
libre en solution. Cependant, il trouve rapidement ses limites pour rendre compte de la
physique des polymeres disposant d’une rigidité non-négligeable : des lors que l'angle
possible entre deux monomeres successifs est contraint, le modele de la chaine idéale ne
parvient pas a rendre compte des conformations adoptées par le polymere.

Le modele Worm Like Chain a été développé pour introduire la notion de rigidité dans
la description d'un polymere. Dans ce modele, les croisements de la chaine de monomeres
avec elle-méme sont toujours permis ; en revanche, 'angle entre deux monomeres successifs
est contraint par la rigidité de la chaine a travers le parametre L,, longueur de persistance.
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Chapitre 3. Physique des polymeres confinés

Il existe différentes manieres de définir la longueur de persistance d’'un polymere;
la plus intuitive serait de considérer cette longueur comme la longueur d'une portion
du polymere en-dessous de laquelle les fluctuations thermiques ne suffisent pas pour la
courber a plus de 68°. De maniére plus formelle, on peut la définir de la fagon suivante[2] :

(ti.t;) = exp (— ’ZI_/‘”) , (3.7)

p

ou t;.t; correspond au produit scalaire des vecteurs unitaires tangents aux monomeres i
et j et |i — j| la distance curviligne entre les deux monomeres le long de la chaine du
polymere. Ainsi, lorsque |i — j| = L,, on a (t;.t;) = 0.37, ce qui correspond a un angle
de 68°. Avec cette définition, la longueur de persistance se présente comme la longueur
caractéristique de corrélation orientationnelle des monomeres entre eux.

Une autre maniere de définir la longueur de persistance, plus énergétique, est de la
définir a partir du module de courbure B du polymere :

B

L,=—.
P kgT

(3.8)

Pour une tige élastique, on a B = %r‘lY, avec Y le module de Young du polymere et
I son rayon.

En sachant que le module de Young de PADN est de 0,3-1 GPa[248] et son rayon
est d’environ 1 nm, le module de courbure de 'ADN est d’environ 2 x 1072% J.m, ce
qui correspond & 200 pN.m?; avec ce module de courbure, on peut estimer la longueur
de persistance de ’ADN a 49 nm. Expérimentalement, cette longueur a été mesurée par
Bustamante et coll.[249, 250] & partir d'une expérience de pinces magnétiques ot un
la chaine d’ADN ; en particulier, par un ajustement des données avec le modele Worm Like
Chain, les auteurs ont déduit une longueur de persistance de (53.4 £+ 2.3) nm (90%), ce
qui est quantitativement en accord avec la prédiction théorique de la formule précédente.

Analytiquement, la relation entre la force de tension f exercée sur un polymere étiré et
son énergie élastique dans le modele Worm Like Chain peut étre déduite de ’expression
de I’énergie libre du polymere :

ds — /0 " £ 4(s) ds. (3.9)

Fwire =

kaBT /L 8t(3)
2 0 Js

La minimisation de ’équation (3.9) conduit & une solution pouvant étre approchée par
interpolation selon la formule simple suivante :

. k‘BT l 1 zZ 1‘|

f== -

T +7 -3 (3.10)

p

ou z correspond & la longueur entre les deux extrémités du polymere (ou les deux points
d’application de la force de tension).

En reprenant la définition (3.7) de la longueur de persistance, on sait qu’une longueur
égale a 2 L, permet aux fluctuations thermiques de courber le polymere a pres de 82°. Avec
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3.1. Généralités sur la physique des polymeres

FIGURE 3.2 — Modele Worm Like Chain : A) Représentation de la longueur de persistance.
B) Représentation d’une molécule d’ADN sous tension d'une force f. C) Expérience de
Bustamante et coll. : force de tension en fonction de I’élongation d’un dimere d’ADN A
(97 kbp) ; données ajustées par le modele Worm Like Chain (3.10) (trait plein) (L. =
32.8 £ 0.1 um et L, = 53.4 £ 2.3 nm) et par le modele du polymere idéal sous tension
(pointillés, voir [249] pour le développement de ce modele). (C extrait de [250]).

cette courbure, on peut estimer que les orientations de deux monomeres sont décorrélées
des lors que la distance curviligne les séparant est supérieure a deux fois la longueur de
persistance. En redéfinissant des monomeres fictifs, qu’on appelle monomeres de Kuhn
(en référence a Hans Kuhn, a l'origine de ce développement[251]), d’une taille égale a 2L,
du polymere réel, on peut assimiler ce polymere semi-flexible comme un polymere idéal
constitué de L./(2L,) monomeres de taille 2L,,. Dans ce schéma, le rayon de giration du
polymere est égal a /2L, L..

Le tableau qui suit résume les longueurs de persistance de quelques polymeres biolo-
giques :

Polymeéres L, (nm)
DNA 50[252, 250, 249]
actine 15.103[253]
microtubule 6.105[254]
chaine polypeptidique 0.4[255]
filament intermédiaire | 1000 — 3000[256]
hélice a 100[257]

TABLE 3.1 — Longueurs de persistance de quelques polymeres biolo-
giques.

Pour les électrolytes, la présence d’ions en solution modifie leur longueur de persis-
tance : plus les charges sont écrantées, plus la longueur de persistance diminue. On définit
alors une longueur de persistance effective L, .¢¢ correspondant a la somme de la longueur
de persistance intrinseque du polymere (c’est-a-dire indépendant du solvant) et d’une lon-
gueur de persistance électrostatique L, . Cette longueur de persistance électrostatique
s’exprime de la maniére suivante|[2] :

Iy X2
pel — lea

L (3.11)
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Chapitre 3. Physique des polymeres confinés

ou lg est la longueur de Bjerrum, A\p la longueur de Debye et 1 la longueur entre deux
charges sur la chaine (pour une molécule d’ADN;, il s’agit de la longueur d’'une base a =
0.34 nm). La longueur de Bjerrum est définie comme la longueur pour laquelle le potentiel
électrostatique entre deux charges de méme signe est égal a I’énergie thermique kgT', soit
Ip = €?/(4mepe, kpT), avec e la charge élémentaire et epe, la permittivité diélectrique du
milieu. Dans le cas de I’eau a température ambiante, on peut estimer cette longueur a 0,7
nm.

La longueur de Debye donne la longueur d’écrantage d’une charge par les ions en

solution. On la définit comme :
[eoer kT
Ap = | ——— 3.12
P D %2 C;’ ( )

ot C; est la concentration (en ions/m?) de I'ion i et ¢; sa valence.

3.1.3 Modéles de chaine a volume exclu

Dans les modeles précédents, le volume occupé par les monomeres en solution n’est
pas considéré, la chaine est autorisée a se croiser elle-méme sans cofit énergétique supplé-
mentaire. De méme, 'interaction entre les monomeres et les molécules du solvant n’est
pas prise en compte.

Or, la conformation des polymeres réels est régie par les interactions entre monomeres
eux-mémes ou entre monomeres et molécules de solvant. En raison de ces interactions,
une partie de I'espace n’est pas accessible au polymere.

On peut estimer le volume exclu a partir du potentiel V' (r) d’interaction entre mono-
meres. Ce potentiel dispose de composantes attractives a longue distance et répulsive a
courte distance (Fig.3.3A). La description du profil de ce potentiel d’interaction fait 1’ob-
jet de la théorie DLVO, qui prend en considération I'influence du solvant et des especes
ioniques en solution. Nous ne détaillerons pas ici cette théorie, mais le lecteur intéressé
pourra trouver plus d’explications a ce sujet dans les revues suivantes|[258, 259, 260).

De maniere générale, nous pouvons calculer ce volume exclu v de la maniere suivante :

Connaissant le potentiel d’interaction V(r), la probabilité p de trouver un mono-
mere a une distance r d'un autre monomere est donnée par le facteur de Boltzmann
exp (—V(r)/kpT) (normalisée par la fonction de partition 2 associée). La probabilité
complémentaire de ne pas trouver le monomere a cette position est tout simplement
1—exp (=V(r)/kpT). L’expression de cette probabilité complémentaire est également dé-
finie comme "opposée de la fonction f de Mayer (Fig.3.3B). Pour connaitre le volume v de
I’espace non-accessible au monomere, il suffit d’intégrer cette probabilité complémentaire

sur tout ’espace :
! / <1 —X(“%) d (3.13)
= — —e Fn . .
V=79 , e r

Lorsque v est positif, cela signifie que la répulsion entre monomeres est dominante,
donc le polymere adopte une conformation étendue, appelée coil, en maximisant la surface
de contact entre ses monomeres et les molécules de solvant (réduisant ainsi les interactions
entre monomeres). On parle alors de bon solvant.

Dans le cas contraire, lorsque v est négatif, I'attraction entre monomeres est dominante
et le polymere adopte une conformation compacte, appelée globule, maximisant ainsi les
interactions entre monomeres. On parle de mauvais solvant.
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FIGURE 3.3 — A) Potentiel d’interaction entre deux monomeéres type Lennard-Jones. B)
Fonction f de Mayer. La surface A correspond a la composante répulsive du volume exclu,
la surface B & sa composante attractive. (A extrait de Wikipedia, créateur : TimeStep89;
B extrait de [261]).

Enfin, il arrive que ce volume soit nul (ou quasi nul). Dans ce cas, Iattraction et
la répulsion entre monomeres sont équivalentes et le polymere se comporte comme s’il
n’avait pas de volume exclu, c¢’est-a-dire comme un polymere idéal. On parle de solvant
f. Ce cas peut se produire pour des polymeres en solution dans des solvants spécifiques
ou par modification des propriétés physico-chimiques du solvant, comme en changeant la
température ; on définit dans ce cas la température 6, qui est la température a laquelle
un polymere voit son volume exclu se réduire a zéro pour un solvant donné.

Pour calculer le rayon de giration d’un polymeére a volume exclu, nous allons détailler
son énergie libre, dont la minimisation conduira au rayon de giration a 1’équilibre.

Pour cela, on reprend 1’énergie libre calculée pour le polymere idéal dans la relation
(3.5), a laquelle on ajoute un terme entropique correspondant au volume exclu pour chaque
couple de monomere. Ce cofit entropique dépend du nombre total d’interactions possibles
entre couples de monomeres, ¢’est-a-dire w i N; dans le cas ou N > 1. Pour chacune
de ces interactions, le cotit entropique est proportionnel a la fraction du volume exclu par
rapport au volume total occupé par le polymere, ce qui conduit a I'expression suivante
pour I’énergie libre totale du polymeére a volume exclu F,[65, 2] :

F, 3R? N2y (3.14)
kT 2a2N 2R3 ‘
N——— N——

cotit entropique d’une chaine idéale  cotlit entropique du volume exclu

La minimisation de I’énergie libre de I’équation (3.14) par rapport au rayon de giration
R conduit a I'expression suivante (en omettant les préfacteurs numériques et en redéfinis-
sant v comme une fraction w de a3, dans le cas oll v est positif, soit le polymeére en bon
solvant) :

R~ w>N3/q, (3.15)

Le rayon de giration du polymere a volume exclu en bon solvant décrit une loi d’échelle
par rapport au nombre N de monomeres avec un exposant égal a 3/5 (Fig.3.4). Cet expo-
sant est appelé exposant de Flory, en référence a P. J. Flory a l'origine de ce formalisme,
et est le plus souvent noté v.
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Le raisonnement précédent, avec la décomposition de I’énergie libre du polymere en un
terme d’énergie élastique, provenant du modele de la chaine idéale, et un autre concernant
le cotit entropique du volume exclu, se décline sous le nom de méthode de Flory. Elle repose
essentiellement sur deux hypotheses :

— les corrélations entre monomeres sont négligées, ce qui permet le dénombrement du
nombre d’interactions possibles comme proportionnel a N2. Il s’agit d'une hypothese
de type champ moyen ;

— 1’énergie ¢élastique de la chaine est analogue a celle d’'une chaine idéale.

En dépit de la simplicité de ce raisonnement, qu’on pourrait méme qualifier de sim-
pliste, le résultat concernant 'exposant de Flory est tres proche des observations expé-
rimentales, de maniere assez surprenante. Cette réussite provient de la surestimation de
chacun des deux termes de ’énergie libre, qui se compensent tout a fait (le lecteur intéressé
pourra consulter le livre de de Gennes[65] pour une discussion plus détaillée).

Dans le cas du solvant #, avec un volume exclu nul, la résolution de 1’équation (3.14)
revient a résoudre celle pour le polymere idéal. Ainsi, 'exposant de Flory en solvant 6 est
égal a 1/2 (Fig.3.4).

Enfin, pour résoudre I’équation (3.14) en mauvais solvant (avec un volume exclu néga-
tif), il est nécessaire d’introduire un terme supplémentaire dans I'expression de 1’énergie
libre du polymere, au troisiéme ordre en densité de monomeres (c’est-a-dire évoluant en
R73). Ce terme peut &tre compris comme un développement du viriel pour I’énergie libre
du polymere ; dans ce schéma, ce troisieme terme correspondrait a 'interaction entre trois
monomeres.

Nous ne détaillerons pas ici le développement de ce calcul; le lecteur intéressé trou-
vera plus de détails la revue de P. G. de Gennes "Collapse of a polymer chain in poor
solvents'[262]. La loi d’échelle entre le rayon de giration et le nombre de monomeres est
cependant relativement triviale : les interactions entre monomeres étant favorisées au
détriment de celles avec les molécules de solvant, le polymere adopte une structure com-
pacte, minimisant sa surface de contact avec le solvant, a la maniere d’une goutte d’huile
dans un milieu aqueux réduisant sa tension de surface en adoptant une forme homogene
et sphérique. Ainsi, le rayon de giration du polymere en mauvais solvant est celui d’une
sphere compacte de monomeres dont le volume V' = §7TR3 est égal au volume occupé par
les monomeres, soit V' = a®*N. On a donc la loi d’échelle suivante (Fig.3.4) :

R~ N34, (3.16)

Comme dit précédemment, la qualité du solvant (bon, § ou mauvais) dépend du signe
du volume exclu v de 'équation (3.13), lui-méme fonction du potentiel d’interaction V
entre deux monomeres. La modification d'un parametre physique ou chimique du solvant,
comme la température ou la force ionique, modifie le profil de ce potentiel d’interaction
et peut changer le signe du volume exclu. Lorsque cela se produit, on parle de transition
coil-globule, en référence au changement de conformation adoptée par le polymere entre
sa conformation étendue en bon solvant (coil) et sa conformation globulaire compacte
(globule).

Il a été montré que la transition coil-globule est une transition du premier ordre, im-
pliquant un changement abrupte de la conformation sans étape transitoire ; en particulier,
le polymere ne passe pas par une étape adoptant une conformation de polymere idéal.
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FIGURE 3.4 — Conformations du polymeére selon la qualité du solvant. (Adapté de [263]).

L’ordre de la transition a pendant longtemps été débattu, faute d’observations expé-
rimentales concluantes. La réalisation d’une telle observation releve d’un challenge expé-
rimental ardu : en effet, I'observation de la transition coil-globule nécessite la mesure du
rayon de giration (ou rayon hydrodynamique) des polymeres en solution, souvent réalisée
par la méthode de diffusion dynamique de la lumiére (dynamic light scattering, DLS).
Pour observer la formation de globules isolés et pouvoir mesurer leur taille, il est néces-
saire de procéder avec une faible concentration de polymeres en solution (typiquement
en-dessous du pug/mL); dans le cas contraire, les chaines de polymeres s’effondrent en
s’emmeélant les unes aux autres, formant ainsi un agrégat de polymeres au lieu de globules
isolés (Fig.3.5A-B). Cependant, la précision des mesures de DLS est réduite lorsque la
concentration en polymeres est faible, ¢’est pourquoi son usage pour une mise en évidence
de la transition coil-globule est délicate.
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FIGURE 3.5 — Effets de concentration sur la transition coil-globule : A) illustration de la
concentration critique cx pour la formation de globules isolés. B) Diagramme de phase de
la transition coil-globule en fonction de la température et la concentration du polymere.
(A extrait de [262], B extrait de [261]).

La premiére observation de la transition coil-globule a été réalisée par Nishio et
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coll.[264] en 1979 sur des molécules de polyacrylamide (10 pg/mL, 5-6 MDa) en solu-
tion dans un mélange d’eau et d’acétone a température ambiante. L’eau constitue un bon
solvant pour le polyacrylamide, tandis que ’acétone est un mauvais solvant pour ce po-
lymeére. En augmentant progressivement la fraction volumique d’acétone du solvant, les
auteurs ont mis en évidence par mesures de DLS une réduction brutale du rayon de gira-
tion des polymeres en solution pour une fraction volumique en acétone de 39%, passant
de 90 nm a 20 nm (Fig.3.6).

6 L L 1 1
o 20 40 60 80
Acetone concentration (vol.% )

F1GURE 3.6 — Expérience de Nishio et coll. : rayon de giration de molécules de poly-
acrylamide en solution dans un mélange eau/acétone en proportions variables. Les points
noirs correspondent aux mesures de disymétries de l'intensité de la lumiere diffusée, les
points blancs sont ceux obtenus par la mesure du coefficient de diffusion des molécules de
polyacrylamide. (Extrait de [264]).

3.2 Physique des polymeres confinés

Apres avoir passé en détail les concepts clés de la physique des polymeres a 1’équilibre
en solution, voyons a présent le cas des polymeres confinés dans des pores. Ce probleme
trouve des applications assez diverses, allant de la biologie avec la translocation de biopo-
lymeres, que nous avons passée en revue dans le chapitre 2, jusqu’a ’extraction de pétrole
(enhanced oil recovery)[265]. L’avenir étant du coté de la biologie, nous nous intéresserons
exclusivement a la premiere application citée...

Dans ce qui suit, ainsi que le reste de ce manuscrit (sauf mention spéciale), le pore sera
toujours considéré a géométrie cylindrique. C’est un élément important pour s’affranchir
des effets de coins que pourrait induire un pore a section rectangulaire par exemple, et
permet d’avoir un symétrie de révolution autour de ’axe du pore. De cette maniere, le
polymere confiné est libre d’adopter une conformation sphérique a 'intérieur du pore.

Pour étudier le comportement d’un polymere confiné dans un pore, il est essentiel
de considérer avant tout le rapport de taille entre le diametre du pore et la longueur de
persistance du polymere. En effet, nous avons vu précédemment que la courbure d’'un
polymeére sur une longueur plus faible que sa longueur de Kuhn Ly (Lj = 2L,) nécessite
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3.2. Physique des polymeres confinés

une énergie supérieure a celle fournie par le bain thermique. Par conséquent, il n’est pas
possible que le polymere adopte une conformation de coil (étendue) si le pore possede un
diametre inférieur a la longueur de Kuhn du polymere. Dans ce cas, le polymere adopte
une conformation linéaire avec des segments rectilignes par morceaux dans le pore. Ce
régime de confinement est appelé régime de Odijk (Fig.3.7); il sera détaillé dans la suite
de cette section.

A Tinverse, on considere que le polymere est confiné si le diametre du pore est inférieur
a la taille du polymere libre en solution, de maniére assez évidente. Au-dessus de cette
taille, la conformation du polymere n’est pas ou peu modifiée par rapport a sa confor-
mation d’équilibre en solution. En-dessous, le polymeére subit une déformation et doit
s’adapter a la géométrie du pore, avec un cotit entropique de confinement. Cependant,
méme s’il est déformé, le polymere conserve localement une conformation analogue a celle
qu’elle avait libre en solution, typiquement sur une taille égale a celle du diametre du
pore, définissant le concept de blob que nous détaillerons dans la suite de ce chapitre. Ce
régime porte le nom de régime de de Gennes (Fig.3.7).

Une derniere longueur caractéristique est a prendre en compte pour compléter les dif-
férents régimes de confinement : il s’agit du régime de de Gennes étendu. En effet, lorsque
le diametre du pore descend en-dessous d’une certaine longueur, la composante rendant
compte du volume exclu dans I'expression de I’énergie libre du polymere devient inférieure
a l’énergie thermique kgT. Dans ce cas, le polymere adopte localement la conformation
d’un polymere idéal, c’est-a-dire sans volume exclu. Cette longueur porte le nom de blob
thermique et sera détaillée apres avoir défini la notion de blob, auquel elle est indissociable.
Le régime compris entre le régime de Odijk et celui de de Gennes porte le nom de régime
de de Gennes étendu (Fig.3.7), car le polymeére s’organise toujours sous forme de blobs.
Ce régime a été évoqué pour la premiere fois par F. Brochard-Wyart et E. Raphael[266]
sous la forme d’un régime de "saucisses idéales", renommé plus tard par Wang et coll. en
"régime de de Gennes étendu'[267].

Odijk Extended | de Gennes eak
reglgne de Gennes |  regime confinement
B regime regime
c =~.
9 S
(2] Sa
c S
b 2
5 ~D3
oo
] @
Dc~Ly Di~b Dg*"'Rbulk

log( Diameter of a cylinder, D )

FIGURE 3.7 — Régimes d’extension du polymere confiné (avec volume exclu, bon solvant)
en fonction du diametre du pore (en échelle logarithmique). Ly correspond a la longueur
de Kuhn (Ly = 2L,), b la longueur d’un blob thermique (voir la description de b dans le
texte) et Ry le rayon de giration du polymere libre en solution. (Extrait de [268])
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Chapitre 3. Physique des polymeres confinés

3.2.1 Notion de blob

Pour étudier la physique des polymeres confinés, il est utile d’introduire la notion de
blob. Ce terme a été proposé par de Gennes comme outil pour décrire I’énergie libre d’un
polymere contraint par un confinement[65, 269]. Nous détaillerons ici le cas du polymere
idéal confiné, mais le raisonnement s’applique également dans le cas d’'un polymere a
volume exclu ; nous détaillerons dans la suite les modifications pour en rendre compte.

Lorsque le diametre D du pore dans lequel est confiné le polymere est tres supérieur
a sa longueur de persistance L, (D > L,), le polymere est libre de se réorganiser dans
le pore de maniere & diminuer le cofit entropique de son confinement (par exemple en
homogénéisant la densité en monomeres le long du pore). Supposons que le polymere
occupe une longueur L a l'intérieur du pore (qu’on considere de longueur infinie), alors
ce systeme est équivalent du point de vue énergétique a un polymere non-confiné soumis
a une force I’étirant sur une longueur L, correspondant a la longueur R entre ses deux
extrémités. Cette force a été calculée pour une chaine idéale dans ’équation (3.6). Le
travail W exercé par cette force correspond a son produit par la longueur L, d’ou la
relation suivante (en omettant les préfacteurs numériques) :

WL (3.17)

= L= }
W =fx N

On redéfinit a présent la longueur L comme un multiple n du diametre D du pore :
L=nxD. (3.18)

De la méme maniere, on peut définir un nombre de monomeres g tel que ces g mo-
nomeres adoptent dans I’espace une configuration de polymere idéal dont le diametre est
exactement celui du pore :

a=—. (3.19)
Dans le cas d'un polymeére avec volume exclu, il faut remplacer I'exposant 1/2 de g
par 'exposant de Flory v.

D’apres la relation précédente, on peut définir le nombre de monomeres N du polymeére
a partir de n et g via la relation suivante :

N=nxyg. (3.20)

A partir des équations (3.18), (3.19), (3.20) et de I’équation (3.17), on peut estimer
I’énergie libre du polymere confiné de la maniere suivante :

Fz(%TDﬁxn. (3.21)
a’g

Par analogie avec 'expression de I'énergie libre d'un polymere idéal libre en solution
(3.5), léquation (3.21) est analogue a l'énergie libre d’un polymeére idéal non-confiné
avec une taille de g monomeres pour un rayon de giration de D/2, multiplié par n. Le
polymere confiné est donc analogue a une chaine de n polymeres indépendants dont la
taille est définie par le diametre du pore. De Gennes a nommé "blobs" ces polymeres fictifs
(Fig.3.8). D’apres I’équation (3.21), chaque blob apporte une énergie de l'ordre de kgT
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3.2. Physique des polymeres confinés

au polymere. Dans ce schéma, il est facile d’évaluer I’énergie libre de confinement d’un
polymere connaissant le diametre du pore et sa longueur.

Il existe une loi d’échelle en -2/3 entre 'extension du polymere confiné L et le diametre
du pore D pour les régimes de de Gennes et de Gennes étendu (Fig.3.7). La démonstration
dans le premier cas est triviale; la seconde demande plus de développement, en raison de
I’asymétrie présentée par les blobs dans le régime de de Gennes étendu. Nous détaillerons
ici la démonstration dans le cas du régime de de Gennes; nous invitons le lecteur a
consulter 'article de L. Dai et P. S. Doyle[268] pour la seconde.

Dans le régime de de Gennes, chaque blob adopte une conformation analogue a celle
d’un polymere de méme taille libre en solution. Par conséquent, on a la relation suivante :

D D\
Y_ (= , 22
2 gae=y (2@) (3 )

On peut exprimer 'extension L du polymere confiné de la maniere suivante :

N
L=>="xD. (3.23)
g

Avec les équations (3.22) et (3.23), on déduit I'expression finale pour L :
L=NxD'"v. (3.24)

Dans le cas d'un polymere en bon solvant v = 3/5, on retrouve la loi d’échelle attendue :
L o D%/,

Pour terminer cette section, nous allons développer 'expression de la taille du blob
thermique, introduit précédemment pour décrire le régime de de Gennes étendu[268, 270].
Le blob thermique est défini par sa composante énergétique liée au volume exclu égale a
I'énergie thermique kpT. Cette composante a été détaillée dans la relation (3.14) et vaut
A;” (en unité de kT et sans considérer les préfacteurs numériques). Le blob thermique
adoptant une conformation idéale, son rayon de giration b peut étre exprimé a partir du
modele Worm Like Chain de la maniere suivante :

b2
b=+\/LyL,= L. = % (3.25)

ou L. représente la longueur de contour comprise dans le blob thermique et Lj la longueur
de Kuhn.

On peut exprimer le nombre de monomeres de Kuhn compris dans le blob thermique
de la maniere suivante :

L b?
Ainsi, en reprenant I’expression du cofit énergétique du volume exclu en ’égalisant &
I'unité et en y injectant I'expression (3.26), on aboutit a la ’expression suivante pour la

taille b d’'un blob thermique :

(3.26)

b:L—é

, (3.27)

A partir du résultat précédent, nous pouvons en déduire que 'observation d'un po-
lymere en conformation idéale, difficile a réaliser avec un polymere libre en solution, est
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Chapitre 3. Physique des polymeres confinés

réalisable plus simplement en confinant le polymere dans un nanopore (pore de taille
nanométrique) dont le diamétre serait compris entre la longueur de Kuhn du polymeére
et la taille du blob thermique, soit dans le régime de de Gennes étendu. Il est possible
d’augmenter la taille du blob thermique en réduisant la valeur du volume exclu v pour
le rapprocher de 0. Malgré son expression, I’équation (3.27) ne diverge pas en 0 car le
polymere devient idéal lorsque v vaut 0 (solvant 6); la taille du blob thermique est alors
tout simplement celle du polymere libre en solution.

3.2.2 Régime de Odijk

En-dessous d’un diametre égal a la longueur de Kuhn du polymere, les fluctuations
thermiques ne permettent pas de courber la chaine de monomeres de maniere a former
des boucles dans le pore. Il n’est donc pas possible d’observer un régime de blobs pour
des diametres de pore aussi petits.

Dans cette géométrie, il est aisément concevable que le polymere forme des segments
rectilignes dans le pore uniquement déviés par les parois du pore (Fig.3.8). Pour calculer
la longueur de ces segments, il est nécessaire de repartir de ’équation (3.7) a la base de la
définition de la longueur de persistance. En sommant cette équation sur toutes les paires
(i,j) de monomeres, on montre facilement la relation suivante entre le rayon de giration R
du polymere dans le modele Worm Like Chain et la longueur de contour s du polymere
(le modele Worm Like Chain est ici valide méme s’il ne tient pas compte du volume exclu
car la conformation du polymere est rectiligne par portions, sans croisements possibles) :

(R¥(s)) = 2L,s (1 - Lsp + I;e‘fp> . (3.28)

Dans la limite ou s est tres inférieur a L,, on peut développer 'équation précédente a
I'ordre 2 pour aboutir a la relation simple suivante :
3

(R(s)) ~ % (3.29)

P

La portion du polymere s considérée étant une portion rectiligne contrainte par les
parois du pore, on peut s’attendre a ce que le rayon de giration de cette portion soit de
I'ordre du diametre du pore D. A partir de la, nous pouvons établir la relation suivante :

1/3

s=(D’L,) (3.30)

La longueur s définie dans I’équation (3.30) est connue comme la longueur de déviation
de Odijk, du nom de Theo Odijk, a ’origine du développement de ce calcul ; elle sera notée
Aq¢ dans la suite de ce manuscrit. La longueur de Odijk définit la longueur de monomeres
entre deux déviations successives du polymere sur les parois du pore.

Pour calculer ’énergie libre du polymere, il suffit de compter le nombre de longueur
de Odijk, soit L./A\g. Un segment d’Odjik ne dispose que de deux degrés de liberté, a
savoir ses deux axes de rotation. Selon le théoreme d’équipartition de 1’énergie, ces deux
degrés de liberté conferent a chaque segment d’Odjik une énergie de kgT'. Ainsi, I’énergie
libre F; associée au confinement d'un polymere dans le régime d’Odjik s’exprime selon la
relation suivante :

L. L.
Fd ~ ]{ZBTf = kBT

L — 3.31
Ad (D2L,)"* (3:31)
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Régime de Odijk

D)S‘Lp

FIGURE 3.8 — Représentations du régime de Odijk (haut) et de de Gennes (bas).

3.2.3 Observations expérimentales

Expérimentalement, le régime de blobs de de Gennes a été observé au moyen de nano-
canaux par Tegenfeld et coll.[271] : pour cela, des molécules ’ADN X ont été marquées
au TOTO-1 (48,5 kbp pour une longueur de contour de 16,3 ym sans marquage, contre
22 pm avec U'intercalant) ; ces molécules ont été injectées grace a application d'un champ
électrique dans des nano-canaux de silicium de 100 nm de largeur pour 200 nm de profon-
deur (Fig.3.9A-B-C). Avec ces dimensions, le régime de confinement attendu pour I’ADN
est celui du régime de blobs de de Gennes ou de Gennes étendu. En mesurant I’extension
de chaque molécule individuelle, les auteurs ont mis en évidence la relation linéaire atten-
due dans I’équation (3.24) entre cette extension et la longueur de contour de la molécule,
apportant ainsi du crédit a ce formalisme (Fig.3.9D).

Reisner et coll.[272] ont également réalisé I’'observation de molécules d’ADN A confinées
dans des nano-canaux de largeur variable entre 30 nm et 440 nm. Les auteurs ont mis en
évidence la transition entre le régime de de Gennes (ou de Gennes étendu) et celui du
régime d’Odijk pour un diametre du pore de l'ordre de la longueur de Kuhn de ’'ADN,
soit 100 nm, selon la prédiction de la théorie d’Odijk (Fig.3.9E). En revanche, la loi
d’échelle observée entre I'extension du polymere et le diametre du pore n’est pas de -2/3
comme annoncé par la théorie de de Gennes, mais de -0,85. Dans leur étude, les auteurs ne
présentent pas d’explication pour cette loi d’échelle. Depuis le développement théorique
du régime de de Gennes étendu, il est possible que I’écart observé par I'exposant soit une
conséquence de l'asymétrie des blobs en régime de de Gennes étendu, qui accentuerait
I'extension du polymere a mesure que le diametre du pore se rétrécit.

Dans une étude plus récente, Gupta et coll.[273] observent I'extension de molécules
d’ADN T4 GT7 (166 kbp) confinées dans des nano-canaux de largeur dégressive entre
750 nm et 350 nm. Ces tailles de confinement placent le régime de confinement de ’ADN
en régime de de Gennes étendu. Les auteurs observent un désaccord entre théorie et
expérience pour la loi d’échelle entre la variance de I’extension du polymere et le diametre
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du pore, prédite par la théorie en 1/3, contre 0 expérimentalement, soit une indépendance
des deux parametres. Au-dela du désaccord mis en évidence entre la théorie du régime
de de Gennes étendu et les expériences, il est intéressant de noter que ce régime de
confinement possede des caractéristiques bien distinctes du régime de Odijk et de celui de
de Gennes. On peut des lors s’attendre a voir des avancées a venir concernant ce régime
de confinement.

Le lecteur intéressé par la technique d’injection de molécules d’ADN dans des nano-
canaux par champ électrique trouvera une description détaillée de cette méthode dans la

revue de Westerlund et coll. intitulée "Fluorescence Microscopy of Nanochannel-Confined
DNA'"[274].
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FIGURE 3.9 — Observations expérimentales des régimes de de Gennes et de Odijk : A) Re-
présentation d'une puce nanofluidique typique. B) Image par microscopie électronique de
nano-canaux de 100 nm de largeur pour 200 nm de profondeur. C) Observations de conca-
témeres d’ADN X confinés dans les nano-canaux de I'image B; les molécules sont mar-
quées en fluorescence par I'intercalant TOTO-1. D) Extension des concatémeres d’ADN
de I'image C en fonction de la longueur de la molécule (en nombre de concatémeres). E)
Temps de relaxation des molécules d’ADN en fonction du diametre du nanopore. Le temps
de relaxation est obtenu d’apres la fonction d’autocorrélation des fluctuations d’extension
des molécules. (A extrait de [274], B-C-D extraits de [271] et E extrait de [272]).
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3.3 Physique de la translocation de polymere dans
des nanopores

3.3.1 Modeéle de barriére de Kramers

Dans cette section, nous détaillerons le modele de barriere de Kramers pour la trans-
location d’un polymere a travers un nanopore. Le raisonnement qui suit a été initialement
proposé par Thomas Auger dans le cadre de son travail de these, sur la base de la théorie
de Kramers pour le passage de barriere[275, 276].

Ce modele considere la translocation a travers un nanopore comme le franchissement
d’une barriere énergétique d’entrée dans le nanopore sous l'effet d’un potentiel attractif
(force électrostatique, force hydrodynamique...). Le polymere est réduit & un point se
déplacant dans un paysage énergétique. Nous calculerons le courant de probabilité j qu'un
point initialement au pied de la barriére d’énergie (point A) se rende au point d’équilibre
apres la barriere (point C) (Fig.3.10).

U(x)

entrée
du pore

F1GURE 3.10 — Modele de passage de barriere de Kramers.

Dans ce schéma, le flux de particules a 'entrée du pore s’exprime comme la somme
du flux diffusif et du flux d’entrainement liée a la force potentielle a I'origine de la trans-

location : oC 1
1 dU
=—D|—+ ——C 3.32
J ((9:1; + kgT dz ) ’ (3.32)
avec D le coefficient de diffusion, C(x,t) la concentration en particules et U(x) le potentiel.
On notera dans la suite § = 1/kgT.

Lorsque le systeme s’est équilibré, le flux de particule s’annule ; la résolution de ’équa-
tion (3.32) mene a la concentration d’équilibre C(x) suivante :

C(x) = Cy x e PU@), (3.33)

ou Cy représente la concentration du réservoir de particules.
L’expression 3.32 peut alors se réécrire de la maniere suivante :

L’intégration du membre de droite entre les positions A et C mene a 'expression
C(za)exp(BU(z4))—C(xc)exp(BU(z¢)), qu'on simplifie en C(x4)exp(BU(x4)) en faisant
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I’hypothese que la concentration en particules a la sortie de la barriere est bien plus faible
que celle a I'entrée (hypothese de fuite des particules au point C).

Le membre de gauche s’intégre de la méme maniére au moyen d’une approximation
du point de selle en B, ot la barriére trouve son maximum. En notant Kz la courbure du
potentiel au point B (soit sa dérivée seconde), nous obtenons alors I'intégration suivante :

I / " Uy o L BUED) / T K gy o I ) [ 2T (3.35)
D Jay D

o D BKg

Pour calculer le courant de probabilité qs_p qu’une particule passe du point A au
point C, nous devons d’abord calculer le nombre de particules n4 au point A ; en divisant
le flux de particules par ny4, nous obtenons le courant de probabilité q4_pg. Le nombre de
particules au point A s’obtient en intégrant le profil de concentration entre les points A
et B (d’apres I'hypothése d'une concentration en particules négligeable au point C), soit :

na = / ’ C(z)dr = / ’ Coe PV@ g ~ Coe 7Kale=2) 4y~ Cpy [,
TA T4 —00 zA=0 BE 4

(3.36)
en faisant a nouveau une approximation du point de selle au niveau du point A, avec
K 4 sa courbure associée et en prenant x4 = 0 par convention. De méme, nous prendrons
comme convention une énergie potentielle nulle au point A, U(x4) = 0, ce qui méne a
C(za) = Cy d’apres la relation (3.33).

Finalement, nous obtenons le courant de probabilité q4_g en prenant le rapport entre
le flux de particules j et le nombre de particules au point A, soit :

j CA ﬁKA BKB —BU(zp) \/KAKB —BU(zB)
_p=—~—~D— — B~ D——————— v 3.37
WU-p= 0 =70\ 2 Cor € kT © (3:37)

Ce modele prédit donc un courant de probabilité de franchissement du nanopore relié
de maniere exponentielle a la hauteur de la barriere d’énergie d’entrée, mais aussi une
loi d’échelle d’exposant 1/2 avec la courbure du potentiel & I'entrée du nanopore et au
maximum de la barriere. Ainsi, méme avec une barriere d’énergie élevée, ce modele prédit
une probabilité de translocation non-nulle & partir du moment ou le potentiel induisant la
translocation dispose de courbures fortes. Dans ce schéma, un pore biologique capable de
capter et piéger fortement des cargos a son entrée est susceptible de les transporter effica-
cement d’'un coté a 'autre de la membrane méme avec un cotit énergétique de confinement
défavorable, comme nous 'avons évoqué dans la section 2.5.5 consacrée au transport de
biomolécules a travers le pore nucléaire.

3.3.2 Modéle de translocation de Muthukumar

Nous avons vu dans la section précédente un modele de translocation présenté comme
une fuite d’une particule a travers une barriere d’énergie. La force de ce raisonnement
repose sur sa description formelle du processus de diffusion dans un potentiel. Cependant,
la nature de polymere du substrat en translocation n’est pas considérée. Or, nous avons
vu a travers ce chapitre que les polymeres disposent d’une mécanique propre. Ainsi, il est
nécessaire de prendre en compte cet aspect dans un modele de translocation de polymeres.
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Muthukumar a proposé un modele simple pour la translocation d’'un polymere semi-
flexible a travers un pore infiniment fin (Fig.3.11).

Dans ce modele, on considere un polymere semi-flexible de N segments de Kuhn ini-
tialement situé en amont du pore (coté cis) et on note m le nombre de monomeres ayant
traversé le pore et trouvant en aval (coté trans). Le pore ne permet le passage que d'un
seul monomere a la fois et on considere qu’il n’a pas d’épaisseur : un monomere est soit
cOté cis, soit c6té trans du pore.

Il a été montré que la fonction de partition dans I’ensemble grand canonique d’une
chaine de N monomeres peut étre écrite de la maniere suivante :

Zn = exp (-ﬁ) NL (3.38)
ou p est le potentiel chimique d’un monomere et 7 un exposant critique dépendant de la
qualité du solvant. Dans le cas d’un polymere proche d’une surface, I’'exposant v vaut 0.5
pour un solvant 6, environ 0.69 pour un solvant avec une grande force ionique (assimilable
a un bon solvant) et 1 pour un solvant avec une faible force ionique.

Le polymere est partagé entre les deux compartiments cis et trans, entre lesquels il
n’y a pas d’interactions. Par conséquent, les monomeres d’un compartiment sont indépen-
dants de ceux de 'autre compartiment, ce qui permet d’écrire la fonction de partition du
polymere comme le produit des fonctions de partition de la portion cis et de la portion
trans :

Ztot - Zcis(N - m) X Ztrans(m)' (339)

En injectant I’équation (3.38) dans (3.39), on obtient 'expression suivante pour la
fonction de partition du polymere total :

(Btrans —Heis) _N Hecis
k

Ziop = (N — m)eis™ b trens =L ™ 0T " Vg T (3.40)

OU [leis €6 fhgrans sONt les potentiels chimiques respectifs d’'un monomere du coté cis et
trans et Yeis €t Virans Sont les exposants critiques pour ces mémes cotés.

On en déduit l'expression de ’énergie libre F(m) du polymere d’apres la relation
F = —kgThn (Z) (en omettant les termes constants non-dépendants de m) :

F(m)
kgT

Ap
T
kT’

= (1 - 'YCiS) In (N - m) + (1 - /thns) In (m) (341)
avec A = fleis — fhrans, tel que Ap > 0 lorsque la translocation est favorisée dans le sens
direct (du coté cis vers le coté trans). Cette différence de potentiel peut provenir d’un
gradient de concentration ou de I'application d’un champ électrique selon la relation de
Nernst (1.1).

Il est possible de calculer la hauteur de la barriere énergétique pour le processus de
translocation du polymere a travers le nanopore par résolution de I’équation 81;7521) = 0.
On trouve aisément que la position du maximum de la hauteur de la barriere m* est
donnée par la relation suivante :

9 1/2

(NAIU +2- Veis — 'Vtmns) - {(NA,U +2- Yeis — 'Vtrans) - 4NAN’ (1 - ’Ytrans)}
m*(N) = )

2Ap

(3.42)
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FI1GURE 3.11 — Modele de Muthukumar pour la translocation de polymere : un polymere
semi-flexible de N segments de Kuhn est initialement localisé en amont (cis) d'un pore
infiniment fin ne permettant le passage que d’un seul monomere a la fois. On note m le
nombre de monomeres en aval du pore (trans).

ou Ap est exprimé en unité de kgT.
On définit alors la hauteur de la barriere AF'x telle que :

AFs=Fm*(N) = Fo(N) = Flm+ (N)] - (1 1) In(N),  (343)

ou Fy(N) = (1 — 7es) In (N) est I'énergie libre initiale du polymere lorsque m = 0.

La figure 3.12 présente quelques profils types de I’énergie libre du polymere en trans-
location selon les parameétres libres de 1’équation (3.41). Lorsque les solvants ont la méme
qualité des deux cotés de la membrane, I’énergie libre du polymere présente une barriere
d’amplitude AF ~ 1 kgT en absence de gradient de potentiel chimique et pour N = 100
monomeres, située & m/N = 0.5, c’est-a-dire lorsque le polymere est a moitié entre les
cOtés cis et trans (Fig.3.13A-B). L’application d'un gradient de potentiel chimique de 0.01
kgT vers le coté trans réduit la hauteur de cette barriere de 0.3 kg7 ainsi que sa posi-
tion a m/N ~ 0.2. A I'inverse, I'application d’un gradient de potentiel chimique contre le
sens direct de translocation (donc vers le coté cis) augmente la hauteur de la barriere de
0.6 kgT et sa position a m/N ~ 0.8 (Fig.3.13A-B).

L’augmentation du nombre de monomeres augmente la hauteur de la barriere tout en
réduisant sa position relative. Ce comportement est une conséquence directe de I’évolution
logarithmique de 1’énergie libre avec le nombre de monomeres (Fig.3.13B-D-F).

Enfin, a potentiels chimiques fixés Ay = 0.01 kgT et nombre de monomeres fixé N =
100, une disparité de qualité de solvant entre les deux cotés de la membrane modifie de
facon drastique le profil d’énergie libre du polymere. Si le solvant cis est un bon solvant
mais que celui coté trans dispose d’une faible force ionique, la barriere d’énergie s’effondre
et la translocation s’effectue spontanément du c6té cis vers le coté trans (Fig.3.13C-D).
On peut expliquer facilement ce comportement par un effet entropique, la solution trans
étant faiblement salée, les interactions entre monomeres sont réduites, donc le polymere
présente une conformation étendue, ce qui augmente son entropie par rapport au coté cis.
A Tinverse, un solvant cis faiblement salé contre un autre bon solvant c6té trans augmente
la barriere d’énergie de pres de 0.75 kg7 pour une position m/N = 0.3, pour les mémes
raisons (Fig.3.13E-F).
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FIGURE 3.12 — Evolution du profil d’énergie libre : A) N = 100, Yus = Yirans = 0.69,
Ay variable (en unité de kgT); B) Yeis = Yerans = 0.69, Ap = 0.01 kgT, N variable; C)
Ap = 0.01 kgT, N = 100, 7eis €t Virans variables.

3.3.3 Théorie de la propagation de tension

L’approche a I’équilibre du modele de translocation proposée par Muthukumar a été
remise en question par Kantor et Kardar, pour qui la translocation d’un polymere est une
transformation hors-équilibre[277, 278]. L’approche énergétique est trop grossiere pour
décrire correctement les lois d’échelle entre le temps de translocation et les parametres du
probléme; en particulier, la conformation du polymere ne peut pas étre a 1’équilibre en
raison de la force de tension générée dans la chaine de monomeres par la translocation.

Plus précisément, selon le régime de force motrice pour la translocation, la conforma-
tion du polymere a I'entrée du nanopore peut se trouver a 1’équilibre a faible force, sous
forme "trompette" a force modérée ou sous forme "tige-fleur" a force élevée (Fig.3.14). Les
forces caractéristiques séparant ces régimes sont données par les tailles des monomeres
a et du polymere a ’équilibre en solution N”a. Sous l'effet d'une force extérieure f, le
polymere s’organise en blobs dont la taille est liée a la force par la relation Ry, = kgT'/ f
(voir 3.2.1). Si la taille d’un blob est supérieure & N”a, alors le polymere garde sa confor-
mation a 1’équilibre avec un rayon de giration a l’entrée du pore en N"a. Au contraire,
si la taille du blob est de l'ordre de la taille d'un monomere a, alors le polymere adopte
une conformation hors-équilibre de type "tige-fleur'. Enfin, lorsque la taille du blob est
intermédiaire entre ces deux valeurs, le polymere adopte une conformation hors-équilibre
de type "trompette".

Les notions de "trompette' et "tige-fleur" ont été introduites par F. Brochard[280,
279] pour rendre compte des régimes de déformation d’un polymere fixé a une de ses
extrémités et soumis a un écoulement ou bien tracté a une vitesse constante dans un
fluide. Dans ce schéma, F. Brochard montre qu'un polymere fixé a une extrémité et
soumis a un écoulement uniforme peut former une trompette de longueur L telle que
L= Rp(Vr,/kgT)? avec V la vitesse de 'écoulement, Ry le rayon de Flory du polymere
et 7, le temps de relaxation de la chaine : 7, = nR%./kgT (Fig.3.14).

A partir des travaux fondateurs de Brochard[280, 279], Muthukumar[281, 2], Sung
et Park[282] puis Kantor et Kardar[277, 278], T. Sakaue a développé la théorie de la
propagation de tension pour la translocation d'une chaine de polymere a travers un na-
nopore[283, 284, 285, 286]. Cette théorie rend compte des différents régimes de forgcage
pour une translocation hors-équilibre. Schématiquement, la durée de la translocation est
séparée en deux phases distinctes : la phase de propagation de tension dans la chaine de
monomeres et la phase de rétraction. La seconde débute lorsque le front de propagation
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FIGURE 3.13 - Position de la barriere d’énergie et son amplitude : A-B) Ay variable, .5 =
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Yirans = 0.69 et .5 variable.
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FIGURE 3.14 — Modele de déformation de polymere a forcage élevé : A) type trompette ;
B) type tige-fleur. (Extrait de [279]).

de la tension atteint l'extrémité du polymere du c6té de 'entrée du nanopore. Dans le
cas des régimes a forgage intermédiaire et fort (type trompette ou tige-fleur), la durée de
la phase de rétraction est généralement considérée comme négligeable par rapport a la
durée de la phase de propagation de tension. Ainsi, en calculant la durée pour que le front
de tension parcourt I'entiereté du polymere, nous obtenons une estimation correcte de la
durée totale de la translocation.

Rowghanian et Grosberg[287] ont par la suite ajouté a cette théorie I'hypothese d’iso-
flux, que nous détaillerons dans la suite, nécessaire pour imposer la conservation de la
masse lors de la translocation. Cette théorie se résume alors actuellement en tant que
théorie de la propagation de tension iso-flux.

Nous donnerons dans ce qui suit le développement de la théorie de la propagation
de tension dans le régime "trompette', c’est-a-dire pour lequel la force motrice de la
translocation f est telle que a < kgT'/f < N¥a; nous suivrons pour cela le raisonnement
développé par Rowghanian et Grosberg[287] pour le cas d'un modele de Zimm pour les
interactions hydrodynamiques entre monomeres.

Dans ce régime, le polymere s’organise a I'entrée du nanopore selon une conformation
en forme de trompette, avec des blobs dont la taille s’agrandit avec la distance a I'entrée
du pore. Cette conformation vient de la décroissance de la force de tension dans la chaine
de polymere avec la distance au pore. On peut exprimer le rayon de ces blobs &(x,t) avec
la force de tension f(x,t) selon I'expression suivante :

kgT
f(z,t)’
ol x représente la distance a ’entrée du pore et t le temps depuis le début de la translo-
cation.
Dans la suite de ce raisonnement, nous travaillerons avec des variables adimensionnées.
Ainsi, on notera les variables de la maniére suivante : © <+ z/a, f < (fa)/kgT et

t < t/[na(kgT)~'], ot na®(kgT)~! représente le temps de relaxation d’'un monomere.
On définit ensuite le nombre de monomeres g(x,t) dans un blob de la maniére suivante :

E(z,t) = ¢"(z,t)a = g(x,t) x §l/y(x,t), (3.45)

§(x,t) = (3.44)
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ou v est 'exposant de Flory caractérisant la qualité du solvant.
Enfin, on définit la densité linéaire p(x,t) en monomeres selon la relation suivante :

g(:lf:, t) x fl—l/l/

(1) : (3.46)

pz,t) =

d’apres les équations (3.44) et (3.45).

Dans la suite de ce raisonnement, nous considérerons un modele de Zimm pour la
dynamique des monomeres, c’est-a-dire avec prise en compte des interactions hydrodyna-
miques entre monomeres, par opposition au modele de Rouse. Le développement dans le
schéma de Rouse est tres similaire a celui de Zimm ; nous donnerons le cas échéant les
hypotheses séparant ces deux modeles dans notre développement.

Définissons a présent le flux de monomeres ®(z,t) selon la force de tension f(x,t) et la
vitesse des monomeres v(x,t) :

®(x,t) = p(x, t)v(z,t) o fF17Y7(x, t)v(z,t), (3.47)

selon I'équation (3.46).

Nous pouvons ensuite établir une relation entre la force de tension et le flux de mo-
nomeres en considérant un bilan de force sur une tranche du polymere située entre les
points x et x+dx; sur cette tranche, les forces de tension appliquées en x et x+dx sont
compensées par la force de friction du fluide sur le polymere. C’est précisément a cette
étape du raisonnement que le modele dynamique d’interaction des monomeres avec le
fluide a son importance. Dans le modele de Zimm, la force de friction fy, s’applique sur
le blob entier selon I'expression fr = —7v, ou v o . Localement, on peut estimer la
contribution d’une section dx du blob comme f}, oc —¢ g 'dx.v, ce qui donne finalement
fhy o< = fY*7Ldz.v selon les relations (3.44) et (3.45).

Ainsi, on peut exprimer le bilan de force sur cette tranche de polymere dans le modele
de Zimm selon I’expression suivante :

df(x,t
@D g0 1), (3.48)
dz
avec ® o< v.
Dans le modele de Rouse, on trouve df(z,t)/dz = —®(z,t) car f}, < —dr.v, en

négligeant les interactions hydrodynamiques entre monomeres.

Pour résoudre ’équation (3.48), nous appliquons I'hypothése d’iso-flux initialement
introduite par Rowghanian et Grosberg[287] : cette hypotheése avance que le flux de
monomeres est le méme partout dans la trompette, conformément a une hypothese de
conservation de masse. Selon cette hypothese, nous avons donc ®(x,t) = ().

Ainsi, avec 'hypotheése d’iso-flux, 'équation (3.48) se résout simplement et nous ob-
tenons 'expression suivante pour la force de tension :

Flat) = (27 — o)) (3.49)

ou fy est la force a I'entrée du pore, imposée par le forcage.
Pour établir la condition a la limite en fin de trompette, nous considérerons que le
dernier blob (le plus grand) n’est soumis qu’a une force de tension venant du reste de la
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chaine et a la force de friction du fluide sur ce blob; on notant x* la position du dernier
blob, I’équilibre des deux forces mene au résultat suivant :

fla*,t) = &(a", thv(a™,t). (3.50)

A partir des équations (3.44), (3.45), (3.47) et (3.50), on trouve aisément les deux
conditions limites suivantes :

flz*, 1) = @31, (3.51)
g(z*,t) = & =T, (3.52)

En égalisant les équations (3.49) et (3.51) pour z = z*, on trouve I'expression suivante
pour la longueur x* de la trompette :
2v—-1)/v 2v—-1)/v
f( )/ f( )/

JO (I),,,/(g,,,l)(t) ~J0 (3.53)

0= "5 o)

a l'ordre dominant en .

Le nombre n(t) de monomeres contenus dans la trompette & un instant t est simplement
obtenu par intégration de la densité linéaire p de monomeres entre 0 et x* d’apres la
relation (3.46) :

3—-2/v

n(t) = /OI* FrV (@ ) da! = T (t) — 3)(25) ~ Y=L (), (3.54)

a l'ordre dominant en ®.

On constate d’apres 1’équation (3.54) que la majorité des monomeres sont situés dans
le dernier blob.

Nous pouvons a présent exprimer la longueur de la trompette en fonction du nombre
de monomeres qu’elle contient en combinant les relations (3.53) et (3.54) :

2 (1) = ). (3.55)

Introduisons & présent le taux de translocation ds(t)/d¢, défini tel que s(t) corresponde
au nombre de monomeres du coté trans du nanopore. L’hypothese d’iso-flux impose une
égalité entre le taux de translocation et le flux de monomeres ®, soit :

ds(t)
dt

Pour cloturer la description du systéme, nous établissons une relation entre x* et
s(t). Pour cela, il suffit de se rappeler la définition de x* : il s’agit de la longueur de la
trompette, c’est-a-dire la longueur du polymere coté cis affectée par la force de tension;
tous les monomeres distant de plus de x* ne sont pas affectés par la force de tension. Ainsi,
au temps t, le monomere n(t)4+s(t) depuis I'extrémité du polymere c6té trans est le dernier
monomere affecté par la force de tension, celui venant directement apres lui ne 1’étant pas
encore. Ce monomere venant tout juste d’étre affecté par la force de tension, on peut
s’attendre a ce qu’il soit proche de sa position initiale au début de la translocation. Il y
avait exactement n(t)+s(t) monomeres devant ce monomere au début de la translocation,
ce qui correspond approximativement a une longueur x* telle que :

¥ (t) ~ (n(t) + s(t))"”. (3.57)

~ O(1). (3.56)
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A présent, en considérant les équations (3.53), (3.55), (3.56) et (3.57), on aboutit a
I’équation différentielle suivante :

—2v)/|lv(3v— * - d *t -V
(x*l/y(t) _ =2 e a5y 1>(t)) ””dt() = f (3.58)

qui s’integre ensuite entre 0 et t pour donner 1’équation suivante :
FHHL () 2B e/ Ge) () = 271y (3.59)

A Tordre dominant en x*, d’apres les équations (3.53), (3.56) et (3.59), on obtient
finalement les relations explicites de x*(t) et s(t) :

2 (t) ~ R Q) (3.60)

3(t> ~ féQV*l)/[V(1+V)]tl/(l+V), (361)

soit x*(t) ~ s”(t).

Finalement, on obtient le résultat final de ce modele, a savoir le temps de translocation
Ty en considérant que la translocation est terminée lorsque N monomeres ont traversé le
nanopore, soit s(r,) = N (Fig.3.15) :

Tir ~ fo! VNI (3.62)

En considérant le modele de Rouse pour les interactions hydrodynamiques entre mo-
nomeres, on aboutit a une relation analogue ou seule la loi de puissance pour la force de
tension fy est modifiée :

T ~ fo NP, (3.63)

Lorsque la force de tension est plus grande que kgT'/a, le polymeére ne s’organise pas
sous forme de blobs mais sous forme étirée proche de I’entrée du pore, avec une succession
de monomeres alignés avec 1'axe du pore. La force de tension décroit linéairement avec
la distance a 'entrée du pore, ce qui se vérifie facilement en reprenant 1’équation (3.48)
dans le cadre du modele de Rouse, soit df (z,t)/dz = —®(t) (avec I'hypothese d’iso-flux).
Cette équation s’integre facilement et on obtient un profil de décroissance linéaire de la
force de tension. Ainsi, lorsque cette force de tension devient inférieure a kgT'/a, une
trompette se forme de maniére analogue a celle décrite précédemment. Le polymere revét
alors une conformation de type "tige-fleur", la tige correspondant a la partie étirée proche
du pore et la fleur a la trompette. On peut montrer par un raisonnement semblable & celui
développé auparavant que la durée de translocation 73, s’exprime d’une maniére analogue
a celle dans le régime de trompette dans le modele de Rouse : 73, ~ f5 ' N+ (Fig.3.15).

Enfin, lorsque la force de tension est inférieure & kgT/(N"a), le polymere présente
une conformation proche de celle a I’équilibre en solution, avec un seul blob de taille
NY¥a. Dans ce régime, T. Sakaue a montré que la durée de translocation 7. est telle que
Tir ~ fo "N dans le modele de Rouse et 73, ~ f3 'N? dans le modele de Zimm[286]
(Fig.3.15).
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F1GURE 3.15 — Lois de puissance de la théorie de propagation de tension dans le modele
de Zimm - évolution de la durée de translocation 73, selon : A) la force de tension a l’entrée
du nanopore; B) la longueur du polymere. (Adapté de [287]).

Observations expérimentales

La quantification de la relation entre la durée de translocation d’un polymere a travers
un nanopore et la longueur du polymere ou 'amplitude du forcage a été et est toujours
un domaine de recherche tres actif, en raison notamment de la difficulté d’observer le
transport a l’échelle de la molécule unique de polymere a travers des nanopores. Pour
réaliser ces expériences, il est nécessaire de controler a la fois le degré de polymérisation
du polymere ainsi que la taille du nanopore, sans quoi aucune quantification ne peut étre
réalisée avec précision.

Concernant le contrdle de la taille du polymere, la solution la plus commode est d utili-
ser des molécules d’ADN en raison de leur taille élevée, monodisperse pour un gene donné
et doublée d’un contrdle parfait de la séquence. De plus, '’ADN est chargé négativement,
avec deux charges négatives par base (pour une molécule ’ADN double brin, une seule
charge si la molécule est simple brin); ceci permet 'emploi d’un forcage électrostatique
pour assurer la translocation.

Ainsi, les premieres mesures expérimentales de translocation de polymeres ont été
réalisées par Kasianowicz et coll.[288] en 1996. Les auteurs ont utilisé des pores de la
bactérie S. aureus, I’a-hémolysine, insérés dans une membrane lipidique de maniére a
former des translocons pour la translocation de molécules d’ADN simple brin de 100, 120
et 150 nt ainsi que des molécules d’ARN de tailles allant de 150 a 450 nt (Fig.3.16A). Le
forcage assurant la translocation était un forcage électrostatique, avec un potentiel mem-
branaire de -120 mV (coté cis négatif). En raison des dimensions proches entre le diametre
des acides nucléiques (~ 1nm) et le diametre du col de I'a-hémolysine (2.6nm)[9, 288],
lorsque qu’une molécule d’ADN ou d’ARN traverse le pore, celle-ci diminue la conducti-
vité ionique du pore par encombrement stérique. La mesure du courant ionique a travers
le pore se présente ainsi comme une mesure indirecte du transport du polymere a travers
le pore : lorsque qu’on détecte une chute brutale du courant, cela signifie qu'un polymere
initie sa translocation a traverse le pore; celle-ci se termine lorsque le courant revient a
sa valeur initiale, permettant ainsi la mesure du temps de translocation a 1’échelle de la
molécule unique (Fig.3.16B).
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Grace a cette méthode, Kasianowicz et coll. ont mis en lumiere une dépendance li-
néaire entre la durée de translocation et la longueur des polymeéres, ainsi qu'une dé-
pendance hyperbolique avec I'amplitude du forcage : 7, o< fo ' N (Fig.3.16C-D). Cette
évolution linéaire de la durée de translocation avec la longueur du polymere peut sembler
a premiere vue en désaccord avec les prédictions de la théorie de la propagation de ten-
sion. Cependant, a régime de forcage faible ou modéré, la durée de translocation évolue
comme 7, < N2 d’apreés la théorie de propagation de tension. Selon la conformation de
la molécule d’ADN a I’entrée du nanopore, un exposant 2v peut se révéler proche de 1
(notamment si le polymeére adopte une conformation idéale). Par conséquent, les observa-
tions de Kasianowicz et coll. ne sont pas contradictoires avec la théorie de la propagation
de tension.

Cette dépendance peut se modéliser tres simplement en considérant I’équilibre entre le
forcage électrostatique auquel est soumis la molécule d’ADN et la force de trainée freinant
sa translocation (en omettant les préfacteurs numériques) :

AV

Lpore

nrv = q , (3.64)

ou 7 est la viscosité dynamique du fluide, r le rayon d’un acide nucléique, v la vitesse de
translocation, q la charge totale des monomeres insérés dans le pore et AV/ L,y est le
champ électrique a travers le pore. La figure 3.17C montre une mesure expérimentale de
la vitesse de translocation en fonction du potentiel membranaire.

A partir de I’équation (3.64), on trouve facilement que la durée de translocation du
polymere 73, s’exprime de la maniére suivante :

alN X Lyore
Ty = XAV (3.65)
ou aN est la longueur de contour du polymere (longueur curviligne) et u = ¢/(nr) la
mobilité électrophorétique de la molécule d’ADN.

Ainsi, on retrouve tres simplement les dépendances observées expérimentalement par
Kasianowicz et coll.

D’autres études sur le méme systéme expérimental par Meller et coll.[289, 290] et de
Zoysa et coll.[291] ont retrouvé ces dépendances, confirmant ainsi la tendance observée
par Kasianowicz et coll (Fig.3.16E-F). Plus précisément, Meller et coll. ont observé une
transition dans le régime de vitesse de translocation pour des molécules de plus de 12
bases, avec une vitesse de translocation constante pour des polymeres plus grands. Les
auteurs attribuent cette observation a la taille du nanopore : les grandes molécules dont
I’extension est supérieure a la longueur du nanopore subissent une force constante au cours
de leur translocation (correspondant & la force électrique ressentie par chaque monomere
engagé dans le pore), alors que les petites molécules subissent une force proportionnelle &
leur longueur, d’ou la variabilité observée.

D’autres études expérimentales de translocation d’ADN ont été menées sur des na-
nopores artificiels ; c’est le cas notamment des études de Storm et coll.[292] et Carson et
coll.[293]. Dans l'étude de Storm et coll.[292], les molécules d’ADN utilisées étaient des
ADN double brin d’une taille allant de 6,5 kbp a 97 kbp pour des nanopores en dioxyde de
silicium de 10 nm de diametre. Contrairement aux études réalisées avec 1’a-hémolysine,
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FIGURE 3.16 — Mesures expérimentales de la durée de translocation par forcage électro-
statique : A) Systéme expérimental constitué d’un bicouche lipidique dans laquelle est
inséré un pore bactérien (a-hémolysine) servant de translocon pour la translocation de
molécules d’ADN ou d’ARN ; un potentiel membranaire est appliqué avec le coté cis néga-
tif pour forcer la translocation. Le courant ionique est mesurée durant toute 1’expérience.
B) Lorsque qu'une molécule traverse le pore, la conductance de celui-ci diminue, ce qui
provoque une chute abrupte du courant ionique. En mesurant la durée entre cette chute et
le retour a la valeur initiale, il est possible de mesurer la durée de translocation d’un po-
lymere a I’échelle de la molécule unique. C-D) Expérience de Kasianowicz et coll. : durée
de la translocation en fonction de la longueur du polymere et du potentiel membranaire.
E) Expérience de Meller et coll. F) Expérience de de Zoysa et coll. (A extrait de [289],
B-C-D extraits de [288], E extrait de [290] et F extrait de [291]).
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les auteurs ont observé une dépendance en loi de puissance avec exposant 1,26 de la durée
de translocation avec la longueur du polymere (Fig.3.17A).

Les auteurs ont développé un modele simple permettant d’expliquer la loi d’échelle
précédente : pour cela, il suffit de considérer que la force de friction s’opposant a la
translocation s’exprime dans le modele de Zimm comme la force de trainée sur le poly-
mere tout entier a ’entrée du pore. La vitesse de déplacement de cette pelote s’exprime
comme la dérivée temporelle de son rayon de giration. La force électrostatique assurant
la translocation étant constante, on a I’équilibre des forces suivant :

1R, B (3.66)
ou Fy; est la force électrostatique (constante).

Cette équation s’intégre trés simplement et donne la loi d’échelle 7, oc N2, qui donne
T ¢ N5 lorsque v = 3/5 (bon solvant), en bonne approximation avec les observations
expérimentales de Storm et coll. (Fig.3.17B).

De la méme maniere, Carson et coll.[293] ont observé sur un systéme analogue & celui
de Storm et coll. la translocation de molécules d’ADN double brin d’une taille allant de
35 bp a 20 kbp dans des pores de diametre entre 3 nm et 6 nm. Les auteurs ont mis en
lumiere une loi d’échelle avec exposant 1,37 entre la durée de translocation et la longueur
du polymere (Fig.3.17D), rejoignant Storm et coll. sur leur observation surlinéaire de
cette relation dans les nanopores artificiels par rapport aux pores biologiques. Une plus
forte friction du polymere dans les nanopores artificiels pourrait expliquer cette différence,
comme l'ont montré a partir d'une simulation 1’étude de Lehtola et coll.[294].

A propos de I'étude de Kasianowicz et coll.[288], celle-ci a marqué le domaine d’étude
des polymeres en mettant en lumiere la possibilité de discriminer des bases d’ADN en
translocation selon la baisse d’intensité du courant ionique qu’elles induisent lorsqu’elles
sont a 'intérieur du pore (ce qu’on appelle un événement de blockade). En effet, en raison
de la conformation de la base et son interaction avec le pore, I'intensité ionique change
selon les bases. Ainsi, en mesurant les hauteurs successives de l'intensité au cours de
la translocation, il est possible de déterminer la séquence de la molécule d’ADN[295]
(Fig.3.18). Plus encore, il serait possible de séquencer des protéines avec ce type de dispo-
sitif, ouvrant des perspectives importantes pour le séquencage haut-débit de biomolécules.
Le lecteur intéressé par ce sujet trouvera plus de détails dans les revues suivantes : Wanunu
(2012)[296], Montel (2018)[297] et Kono et Arakawa (2019)[298].

3.3.4 Modeéle de succion

Nous avons vu dans la section précédente un modele hors-équilibre rendant compte
de maniere quantitative de la physique d’un polymere en translocation a travers un pore
infiniment fin et ne permettant le passage que d’un seul monomere a la fois. Ces condi-
tions peuvent se retrouver expérimentalement dans le cadre de la translocation de mo-
lécules d’ADN simple brin ou d’ARN a travers des pores bactériens tres fins, comme
I’a—hémolysine. En revanche, ces hypotheses tombent lorsqu’on consideére la transloca-
tion de molécules d’ADN double brin a travers des pores plus larges, comme le pore
nucléaire par exemple, ou le polymere peut pénétrer a l'intérieur du pore non-déroulé,
formant des blobs. De plus, Auger et coll.[299] ont apporté la preuve expérimentale de
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FIGURE 3.17 — Expériences de translocation avec nanopores artificiels - A) Expérience
de Storm et coll. : mesure de la durée de translocation en fonction de la longueur des
molécules d’ADN (double brin). B) Modele de Storm et coll. avec une force de friction
sur le blob a l'entrée du nanopore. C-D) Expérience de Carson et coll. : C) vitesse de
translocation du polymere en fonction du potentiel membranaire; la ligne en pointillés
rouge représente la vitesse 1 bp/us; D) durée de translocation en fonction de la longueur
de la molécule d’ADN double brin. (A-B extraits de [292] et C-D extraits de [293]).
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FIGURE 3.18 — Séquencage de polymeres : A) homopolymeres; B) molécules d’ADN. La,
détermination du monomere dans le pore s’effectue selon la baisse de l'intensité du courant
ionique. (A extrait de [295] et B extrait de [296]).
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I’existence d'un flux critique régissant le transport d’un polymere a travers un nanopore :
la translocation, méme en présence d'un forgage (hydrodynamique ou électrique), n’est
favorisée qu’au-dela de ce flux critique. La théorie de la propagation de tension ne décrit
pas de flux semblable, qui, comme nous le verrons dans cette section, est une conséquence
directe du cotit énergétique de confinement.

De maniere plus quantitative, le cotit énergétique de confinement est donné par le
nombre de blobs confinés, soit kg1 x L/(2R), avec L la longueur du nanopore et R son
rayon. Dans le cas de nanopores réels, c’est-a-dire possédant une longueur non-nulle, le
colit énergétique de confinement est d’autant plus élevé que le rapport d’asymétrie L/(2R)
est grand. Dans le cas des membranes nanoporeuses de type track-etched (utilisées dans
notre étude, voir section 1.2.1), ce rapport vaut entre 25 et 600 selon les diametres de
nanopores utilisés. Avec un tel coiit énergétique de confinement, il apparait nécessaire de
considérer la contribution entropique dans la physique de la translocation. C’est précisé-
ment 'apport du modele de succion, que nous allons présenter dans ce qui suit.

C. Gay, P. G. de Gennes, E. Raphaél, and F. Brochard-Wyart[300, 301, 302, 303]
ont proposé un modele, appelé modele de succion, pour rendre compte de 'import d'un
polymere flexible dans un pore d’épaisseur non-nulle (par opposition au pore infiniment
fin) dans le régime de blobs de de Gennes (c’est-a-dire avec un diametre de pore treés
supérieur a la longueur de persistance du polymeére). L’import du polymere dans le pore
s’effectue avec I'aide d’un forgage hydrodynamique, qu’on peut obtenir expérimentalement
par une différence de pression entre les deux cotés du pore (Fig.3.19A-B).

FIGURE 3.19 — Modele de succion : A) Représentation de I'import d’un polymere dans un
nanopore par forcage hydrodynamique selon le modele de succion ; le polymere s’organise
a I'intérieur du nanopore sur une longueur X en blobs dont la taille correspond au diametre
D du nanopore. B) Profil type de la translocation d’un polymeére dans un nanopore par
le modele de succion ; la barriere d’énergie AF'x est régie par I’équilibre entre le forcage
hydrodynamique et le cotit entropique de confinement.

Le modele se succion suppose les hypotheses suivantes :

— les interactions entre le pore et le polymere sont négligeables; en particulier, on ne
considere pas de friction du polymere sur les parois intérieures du pore lors de la
translocation ;
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— le polymere est flexible ou semi-flexible tel que sa longueur de persistance est tres
inférieure au diametre du pore, ce qui place le confinement en régime de de Gennes;;

— le rayon de giration du polymere libre en solution est plus grand que la taille du
pore, ce qui nécessite une déformation du polymere pour rentrer dans le nanopore;;
cette hypotheése est a nouveau un prérequis du régime de blobs de de Gennes.

Comme nous ’avons vu précédemment dans la section 3.2.1, le confinement du po-
lymére dans le nanopore et la formation des blobs entraine un cotit de confinement en-
tropique de l'ordre de I’énergie thermique kg1 par blob. Si on appelle X la longueur de
pénétration du polymere dans le pore, on peut estimer ce coiit entropique a X/D x kgT';
avec le travail fourni par le forcage hydrodynamique, I’énergie libre du polymere pour le
processus de translocation peut s’écrire de la maniére suivante :

X D Mplobs
AF(X) = Ek‘BT — 67?7751) > nyx D, (3.67)
TLZ'ZI

ou n correspond a la viscosité du fluide, v la vitesse de I’écoulement dans le pore, D le
diametre du pore et nyps le nombre total de blobs dans le nanopore ; on a précisément la
relation Nplobs — X/D

L’expression du travail du for¢age hydrodynamique sous forme de somme correspond
a la somme du travail effectué par la force de friction du fluide sur chaque blob selon
leur distance a l’entrée du pore; cette distance est un multiple du diametre du pore,
par définition d’'un blob. La force de friction est considérée dans un modele hydrodyna-
mique de Zimm, c’est-a-dire avec prise en compte des interactions hydrodynamiques entre
monomeres.

En développant les termes de la somme de la relation précédente et en omettant les

préfacteurs numériques, on aboutit a I’équation suivante pour 1’énergie libre du polymere
confiné (Fig.3.20A) :

X X /X
AF(X) = 5k;BT - nD%B (D - 1) : (3.68)

Dans le cas ou la longueur de pénétration X du polymere dans le nanopore est tres
supérieure au diametre du pore, le second terme de l'équation (3.68) se simplifie en
2
X

—nD%v (5) , ce qui correspond a l'expression d’origine du modele de succion. Néan-

moins, dans un souci de généralité, nous garderons 'expression de I’équation (3.68) pour
la suite de cette section. Nous reviendrons sur ce résultat a la fin de la section.

L’expression de 1'énergie libre présente une barriere d’énergie venant le 1’équilibre
entre le forcage hydrodynamique et la cotit entropique de confinement. La position de
cette barriere d’énergie, c’est-a-dire la longueur de pénétration du polymere dans le pore
pour passer cette barriere d’énergie X,,,, se calcule simplement et s’exprime de la maniere
suivante :

kT
max — Ukl +D
Dnv
En injectant la relation (3.69) dans l’expression de ’énergie libre (3.68), on peut ex-
primer la hauteur de la barriere d’énergie AF'x de la maniere suivante :

AFx v, v
= — 4+ — 3.70
kT v + v’ (3.70)

(3.69)

/
C
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ol v, et v, sont deux vitesses d’écoulement critique que nous allons détailler dans ce qui
suit.

Par définition du flux J, on peut relier le flux a la vitesse d’écoulement du fluide v par
la relation suivante :

J = mR%, (3.71)

ou R est le rayon du pore.
A partir de I'expression du flux en fonction de la vitesse d’écoulement, on peut ré-écrire
la hauteur de la barriere d’énergie libre pour la translocation de la maniere suivante :

AFx J. J
=— 4+ —. 3.72
kgT  J * J! (372)
On montre facilement que le flux critique J. s’exprime uniquement en fonction de

I’énergie thermique et de la viscosité comme J, kBTT ; de méme, on montre facilement

que le second flux critique J. est simplement un multiple du flux critique J. : J. ~ 16.J..
Plus particulierement, le second flux critique J! ne devient pertinent que pour un flux
J supérieur a 16 fois le flux critique J.. De méme, I’équation 3.72 n’admet de barriére
que pour J < 4J.; au-dela, la barriere d’énergie s’effondre et la translocation s’effectue
sans contrainte sous le forcage hydrodynamique. Dans ce schéma, nous omettrons le se-
cond flux critique J dans la suite de ce manuscrit, sauf mention spéciale ; ce terme peut
étre considéré comme un terme d’ordre supérieur pour l'expression de 1’énergie libre de
translocation.

Reprenons & présent Iexpression du flux critique J, : J, oc 22L. Dans le cadre des hypo-
theses du modele de succion, il apparait que la probabilité de translocation d’'un polymere
a travers un nanopore, exprimée comme le facteur de Boltzmann exp (—AF x /kgT) =
exp (—J./J) (Fig.3.20B) ne dépend que de I’énergie thermique et la viscosité du milieu.
En particulier, ce flux ne dépend pas de la longueur du polymere ou du diametre du pore.
Cette universalité du flux critique J. n’est cependant pas surprenante lorsque qu’on la
soumet au regard des hypotheses du modele : le régime de blobs de de Gennes confere a la
formation de chaque blob une énergie de confinement de ’ordre de kgT', indépendamment
du diametre du blob ou de la longueur du polymere. L’expression du flux critique est donc
une conséquence directe des hypotheses du régime de de Gennes.

Le résultat AF x /kgT = J./J pour les polymeres flexibles en régime de de Gennes
peut étre étendu au régime de confinement de Odijk lorsque la longueur de persistance
L, est de 'ordre du diametre du nanopore ou supérieure. En effet, Auger et coll.[304] ont
montré que ce résultat se retrouve dans le régime de Odijk tel que :

AF* 1l <Lp) J.

T 3 nl5 ) x5 (3.73)

En revanche, lorsque L, > D, les auteurs ont montré que le flux critique J. évolue
comme .J,  (D/L,)*?. Ainsi, lorsque la longueur de persistance devient considérablement
plus grande que le diametre du pore, la barriere d’énergie libre diminue selon une loi de
puissance en -2/3. Les auteurs font I’analogie avec des spaghetti dans une passoire : il est
plus facile de faire passer des spaghetti non-cuits a travers les trous de la passoire que
des spaghetti cuits car ils tombent facilement a travers les trous des lors qu’une de leur
extrémité est insérée dans le trou! (Fig.3.21).

1. La passoire a spaghetti cuits est donc une passoire complexe alors que la passoire a spaghetti
non-cuits est une passoire du second ordre, selon la terminologie Shadoks.
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FIGURE 3.20 — A) Profil d’énergie libre du polymere en translocation en fonction du
nombre de blobs confinés dans le nanopore, pour différentes valeurs J de flux du forgage
hydrodynamique (exprimé en fraction du flux critique J.). B) Probabilité de translocation
du polymere a travers un nanopore dans le cadre du modele de succion, exprimée comme
le facteur de Boltzmann avec la hauteur de la barriere d’énergie libre AF'x; la courbe en
pointillés tient compte du terme d’ordre supérieur J/J. avec J, = 16J.. Ce modele de
barriere est valide jusqu’a J = 4J,, la barriere s’effondre au-dela.
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FIGURE 3.21 — Passoire a spaghetti : (gauche) spaghetti cuits dont la longueur de persis-
tance est plus faible que le diametre des trous de la passoire ; (droite) spaghetti non-cuits,
avec une longueur de persistance plus grande que le diametre des trous. Les spaghetti
traverseront les trous plus facilement s’ils ne sont pas cuits. (Extrait de [304]).
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Expérimentalement, le modele de succion a été appliqué avec succes a des expériences
de translocation de polymeres de natures diverses.

La premiére vérification de ce modele a été réalisée par Béguin et coll.[303] en 2010.
Cette expérience fait notamment suite aux études de Guillot et coll.[305], Long et An-
derson[306] et Jin et coll.[307], ou la translocation de polymeres a été quantifiée par la
mesure du coefficient de rejet o d’'une membrane nanoporeuse entre deux compartiments
dont I'un est un réservoir a une concentration Cj en polymeres et ou le flux de solvant par
nanopore est controlé. On définit le coefficient de rejet o comme I’écart a la concentration
initiale en polymeres Cy du compartiment trans, soit o = 1 — C'/Cy. Plus le coefficient de
rejet est proche de 0, plus la translocation vers le coté trans est favorisée; a 'inverse, un
coefficient de rejet proche de 1 indique une faible probabilité de translocation. La mesure
de la concentration en polymere dans le compartiment trans peut par exemple s’effectuer
par réfractométrie ou par chromatographie d’exclusion de taille couplée a une technique
de diffusion de la lumiére multi-angle (SEC-MALS)[303, 305, 308, 309].

Ces mesures ont été motivées par les prédictions théoriques de Daoudi et Brochard[310]
sur l'existence d’un flux critique en-dessous duquel un polymere ne peut pas pénétrer
dans un nanopore; au-dessus de ce seuil, la translocation s’effectue a la vitesse du flux
hydrodynamique. Ce modele porte le nom de modele de déformation affine.

Dans le modele de déformation affine[310], on considére que le polymere peut pénétrer
dans le pore a la condition qu’il puisse étre déformé par le cisaillement du flux a proximité
de l'entrée du pore. Cela se traduit par un taux de cisaillement plus grand que le taux
de relaxation du polymere au niveau du pore. Dans le modele hydrodynamique de Zimm
(avec prise en compte des interactions hydrodynamiques entre monomeres), le taux de
relaxation 77! d’un polymere s’exprime de la maniére suivante (en omettant les préfacteurs
numériques) :

1 kT

TRy

(3.74)
avec Ry le rayon hydrodynamique du polymere libre en solution.

En supposant un écoulement radial convergent vers le pore, avec I’hypothese d’incom-
pressibilité du fluide et I’équation de conservation de masse, on peut exprimer la vitesse
du fluide v(r) & une distance r du pore comme v(r) = J/r% On en déduit alors le taux de
cisaillement s du fluide comme :

do(r)

J

En combinant les équations (3.74) et (3.75), on peut estimer que le flux critique J, a
partir duquel le cisaillement de I’écoulement est plus rapide que la relaxation du polymere
est donné par la relation suivante :

kpT
s(Jor=Ry) =7 J, = % (3.76)

Nous retrouvons a nouveau le flux critique déja calculé pour le modele de succion.
On peut voir ce résultat général comme la conséquence d’un équilibre entre le forcage
hydrodynamique, induisant une force de trainée sur le polymere et I’énergie thermique du
bain permettant les fluctuations de conformation du polymere.
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FIGURE 3.22 — A) Expérience de Béguin et coll. : coefficient de rejet R en fonction du
flux ¢, normalisé par le flux critique kgT/n. Le coefficient de rejet R se définit par :
R = 1—Clrans/Ceis, 01t Cprans €t Ceis sont respectivement les concentrations en polymere du
cOté trans (basse pression) et ci (haute pression). B) Expérience de Jin et Wu : coefficient
de rejet en fonction du flux. (A extrait de [303] et B extrait de [307]).

Long et Anderson[306] ont observé la translocation de polymeres de polystyréne par
forcage hydrodynamique. Les auteurs ont décrit une absence d’effet de la taille des nano-
pores et de la masse molaire des polymeres sur le transport de ces molécules, ce qui a été
également constaté dans des études similaires de Guillot et coll.[305] et Jin et Wu[307]
(Fig.3.22). Cependant, a I'exception de I’étude de Jin et Wu[307], les auteurs n’ont pas
observé de transition brutale du coefficient de rejet (qui quantifie les molécules transpor-
tés) pour un flux critique donné, laissant voir a la place une transition douce. Béguin et
coll. ont par la suite attribué le résultat de Jin et Wu a une sédimentation des polymeres a
I’entrée des nanopores, créant ainsi un bouchon se disloquant par la suite a un flux donné ;
ce processus a été limité dans les autres études au moyen de l'agitation du milieu. Ces
observations expérimentales ont contribué a la vérification du modele de succion détaillé
précédemment par Gay et coll.[300], mais il faudra attendre I’étude de Auger et coll.[299]
pour la preuve expérimentale de 'existence d’un flux critique indépendant de la taille du
nanopore ou de la longueur du polymere en translocation (Fig.3.23).

Le modele de succion a été appliqué avec succes dans I'étude de Auger et coll.[299]
pour décrire la translocation de molécules d’ADN A a travers des pores de diameétres
entre 50 nm et 200 nm, ce qui a permis la preuve expérimentale de la validité du modele
de succion. Le forcage hydrodynamique a été réalisé par un contréleur de pression, la
pression et le flux étant reliés via la loi de Hagen-Poiseuille (en considérant une géométrie
cylindrique pour le pore) :
8nL
T R4
ou P.s et Pi.qns sont les pressions du coté cis et trans, 1 la viscosité dynamique du fluide,
L la longueur du pore, R son rayon et J le flux.

Les auteurs ont observé grace a une technique de molécules uniques en champ proche,
nommée Zero Mode Waveguide for nanopores, la translocation de molécules d’ADN X a
I’échelle de la molécule unique. Nous ne détaillerons pas cette technique dans cette section ;
le lecteur intéressé pourra consulter le chapitre 1 entierement dédié a sa description.

AP = Py — Prans = x J, (3.77)
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FIGURE 3.23 — Validation expérimentale du modele de succion - Expérience de Auger et
coll. : A) Fréquence de translocation de molécules d’ADN \ en fonction de la pression
imposée. B) Fréquence de translocation (normalisée par une constante k) en fonction de

la pression P sous forme d’une courbe maitresse, pour différentes tailles de nanopores.
(Extraits de [299)).
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Auger et coll. ont mesuré la fréquence de translocation des molécules d’ADN en fonc-
tion du gradient de pression imposé entre les deux cotés cis et trans de la membrane
nanoporeuse pour des diametres de pores variables (Fig.3.23B). Les auteurs ont mis en
évidence l'indépendance du flux critique J. avec la longueur du polymere et la taille
du nanopore, apportant ainsi la premiere preuve expérimentale de 'existence de ce flux
critique.

Pour décrire I’évolution de la fréquence de translocation, les auteurs ont repris le
modele de succion pour la probabilité de translocation p telle que p = exp (—P./P), ou
P et P. sont les pressions analogues aux flux J et J. via la relation de Hagen-Poiseuille
(3.77). Enfin, pour exprimer le taux de transition de passage de la barriére d’énergie libre
dans la théorie cinétique de Kramers, les auteurs ont pris comme taux d’incidence sur
la barriére f. le taux de cisaillement de I’écoulement & l’entrée du nanopore f. = J/R3.
Ainsi, les données expérimentales ont été ajustées avec succes d’apres la relation suivante
(Fig.3.23) :

C P C
f(P)=foxe™® =hpe 7,

C

(3.78)

ol k = J./R? le taux de cisaillement lorsque J = J,.

Dans la suite de cette étude, nous utiliserons cette formule comme référence pour
nos mesures de fréquence de translocation, que nous nommerons "modele de succion" par
extension du modele sur lequel elle est basée.

LOOF & ps =95  .-- A
B PSyipix (A =4.5) .’_,—’—.— .',: ’
075t @ PS\ 400k (A = 2.6) ."
+ ,'l 4
AL 0.50} s X
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FIGURE 3.24 — Expérience de Zheng et coll. : probabilité de translocation en fonction du
flux pour des polymeres de différentes tailles; A correspond au ratio entre le rayon de
giration du polymere et le rayon du pore. (Extrait de [311]).

Pour terminer cette section sur les mesures expérimentales du modele de succion, nous
citerons ’étude plus récente de Zheng et coll.[311], ou les auteurs ont mesuré par chro-
matographie d’exclusion de taille la translocation de molécules de polystyrene de tailles
variables a travers des nanopores de 20 nm de diametre, sous un forcage hydrodynamique
controlé en flux. Les auteurs ont ajusté avec succes leurs données expérimentales avec le
modele de succion (Fig.3.24). En revanche, ils ont pu observer une variation du flux cri-
tique avec la taille du polymere, séparant ainsi deux régimes de translocation : un premier
régime de confinement fort, avec un rapport A\ entre la taille du polymere en solution et
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le rayon du nanopore supérieur a Ax = 3,5 — 4, ou le flux critique est indépendant de la
taille du polymere; et un second régime de confinement modéré, soit A < A%, ou le flux
critique diminue lorsque la taille du polymeére diminue. Les auteurs établissent la relation
suivante pour I’évolution du flux critique avec la taille du polymere :

TN < Ax) 2 (%)5/3 —a
J.(A > M) (A)10/3 ’

(3.79)

Ax

ol ov vaut 181 0.8 < A/Ax < 1et GA/Ax— 81 0.4 < A/Ax < 0.8.

A partir de leurs observations, les auteurs suggerent la possibilité de filtrer des po-
lymeres de tailles variables en se servant du régime de confinement modéré ou le flux
critique dépend de la taille du polymere[311].

3.4 Simulations de ratchet de translocation

Le mécanisme du ratchet de translocation a été essentiellement étudié par simulations,
les seules études expérimentales étant celles détaillées dans le chapitre 2.

On peut classer ces simulations selon qu’elles relevent d’'une méthode de Monte Carlo
ou d'une dynamique de Langevin. Dans les deux cas, il est important de noter que le résul-
tat de ces simulations est toujours biaisé par la méthode numérique, d’autant plus lorsqu’il
s’agit d’étudier un processus hors-équilibre, comme le rappellent Lehtola et coll.[312].

3.4.1 Etude d’Elston

La premiere simulation de ratchet de translocation remonte a 1’étude d’Elston[125] en
2002, déja évoquée dans la section 2.2.2 a propos de l'expérience de Matlack et coll.[126]
sur le translocon Sec61.

Elston a développé un modele mathématique proche de celui de Simon, Peskin, Odell
et Oster pour rendre compte de la dynamique de translocation de la protéine prepro-a
factor a travers le translocon Sec61 en présence (coté trans) de protéines BiP.

L’auteur détaille dans un modele cinétique les probabilité d’association/dissociation
des protéines BiP sur les sites d’adsorption disponibles sur la molécule en translocation.
L’auteur définit également deux modes d’action des protéines BiP pour assurer le trans-
port du substrat : un mécanisme de ratchet de translocation et un mécanisme de type
power stroke. Dans le second cas, 1’association d’une protéine BiP sur le substrat génere
une force de traction sur celui-ci, entrainant alors le reste de la molécule.

A partir des données expérimentales de I’étude de Matlack et coll.[126], Elston a ajusté
avec succes les courbes expérimentales a partir de ces deux modeles (ratchet de translo-
cation et power stroke) (Fig.3.25). L’auteur a également développé une simulation Monte
Carlo reprenant les éléments de 'expérience de Matlack et coll., pour servir de compa-
raison aux parametres des ajustements. Les simulations ont mené a des estimations de
parametres physiques, tels que I'énergie d’association entre BiP et la protéine en translo-
cation ou sa constante de diffusion, analogues a ceux estimés par 1’ajustement, validant
ainsi I'approche d’Elston. Finalement, I'auteur conclut que les deux modeles, ratchet de
translocation et power stroke, menent a des résultats similaires et que les deux sont suf-
fisants pour expliquer le succes des expériences de Matlack et coll.
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F1GURE 3.25 — Etude d’Elston : évolution temporelle de la fraction de protéines BiP liées
au substrat, ajustée par le modele d’Elston. (Extrait de [125]).

3.4.2 Etude de Zandi et coll.

Voyons ensuite 'étude de Zandiet coll.[313]. Dans cette étude, les auteurs développent
une simulation de dynamique moléculaire pour la translocation d’un polymere rigide en
présence d’agents de ratchet, modélisés par des particules sphériques interagissant avec le
polymere selon un potentiel de Lennard Jones.

Les auteurs observent une réduction conséquente de la durée de translocation lorsque la
concentration en agents de ratchet augmente (Fig.3.26A). La mesure de la force de tension
ressentie par la chaine de monomeres montre une force quasiment constante a partir d’'une
certaine longueur de polymere déja transportée (de 'ordre de 2-3 monomeres) (Fig.3.26B).

Les auteurs développent ensuite un modele statistique basé sur la résolution de I’équa-
tion de Fokker-Planck, en prenant dans le profil d’énergie libre du polymeére un gain par
association avec des agents de ratchet, a la maniere d’un modele d’isotherme d’adsorption
de Langmuir. Avec ce modele, les auteurs retrouvent en treés bonne approximation leurs
résultats obtenus par simulation.

A partir de ce constat, Zandiet coll. suggerent que l'effet observé de ratchet de trans-
location est une conséquence de l’association entre le polymere et une autre molécule,
permettant un gain d’énergie et favorisant la translocation, a la place du mécanisme de
ratchet de translocation.

Les conclusions de cette étude sont toutefois a nuancer, car il s’agit d’une simulation
par dynamique moléculaire d'un processus hors-équilibre, donc probablement biaisée[312].
Ensuite, le polymere est modélisé comme un polymere rigide (soit une tige) dans une simu-
lation & deux dimensions, ce qui s’éloigne de la réalité des expériences. Enfin, et comme
lavait déja suggéré dans son étude Elston[125], le mécanisme de ratchet de transloca-
tion n’est pas incompatible avec d’autres mécanismes pour accélérer le transport d’une
molécule a travers un nanopore. Ainsi, un gain d’énergie par association avec 1’agent
de ratchet peut tout a fait contribuer a la translocation sans annuler I'inhibition de la
rétro-translocation.
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FIGURE 3.26 — Etude de Zandi et coll. : A) Durée de la translocation en fonction du
nombre de monomeres pour différentes concentrations N en agents de ratchet. B) Force
de tension dans la chaine de monomeres en fonction du nombre de monomeres. (Extraits

de [313)).

3.4.3 Etude de Suhonen et Linna

Pour terminer cette section, nous citerons ’étude de Suhonen et Linna[314], ou les
auteurs développent une simulation par dynamique de Langevin de la translocation d’un
polymere en présence d’agents de ratchet a la sortie des nanopores, avec comme particu-
larité d’étre une simulation a trois dimensions (Fig.3.27A).

Dans cette simulation, les auteurs comparent les durées moyennes de translocation en
présence d’agents de ratchet selon la longueur du polymeére mais également selon la concen-
tration en agents de ratchet ou le mode d’association entre celui-ci et le polymere. Plus
précisément, les auteurs envisagent un cas ou les agents de ratchet, modélisés comme des
particules interagissant avec les monomeres selon un profil de Lennard-Jones, ne peuvent
se lier aux monomeres qu'un a un, sans pouvoir créer de liaisons multiples entre un agent
de ratchet et plusieurs monomeres; ce cas est désigné comme One-To-One (OTO). Dans
le second cas, All-To-All (ATA), les agents de ratchet sont libres de s’associer a plusieurs
monomeres en méme temps.

A partir de leur simulation, les auteurs observent pour le cas OTO une dynamique de
translocation proche de celle d’une translocation sous forgage constant. Dans ce régime,
la durée de la translocation évolue avec la longueur du polymere selon une loi d’échelle
d’exposant 1,26, contre 1 + v = 1,6 selon la théorie de la propagation de tension (voir
section 3.3.3) (Fig.3.27B). Les auteurs attribuent cette faible valeur d’exposant comme
une conséquence de la friction engendrée par la présence des agents de ratchet associés
au polymere.

Dans le régime ATA, 'exposant obtenu pour cette loi d’échelle est de 1,36 (Fig.3.27B).
Les auteurs justifient cette valeur au moyen d’un modele de durée de translocation calquée
sur la durée de formation d’un globule a la sortie du nanopore : dans ce schéma, la présence
des agents de ratchet en régime ATA provoque la formation d’un globule compact alimenté
par le polymere extrudé. Avec I'’hypothese d’une quantité de mouvement constante au
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FIGURE 3.27 — Etude de Suhonen et Linna : A) Instantanés représentant les différentes
étapes clés de la translocation d’'un polymere en présence d’agents de ratchet. B) Durée
de la translocation en fonction de la longueur du polymere dans les régimes OTO et ATA
(no cis correspond a une condition sans monomeéres du coté cis du pore). C) Durée de la
translocation en fonction de la concentration en agents de ratchet. (Extraits de [314]).
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cours du temps, nous obtenons une vitesse de translocation v qui évolue avec 1/N (le
nombre de monomeres). La translocation est considérée comme terminée lorsque le globule
atteint une taille de N2, ce qui conduit & une durée de translocation 7 évoluant comme
7 oc NY3 /v oc N3,

Bien que ce modele rende compte de 'exposant observé dans la simulation, I’hypothese
d’une quantité de mouvement constante semble malgré tout assez grossiere, d’autant plus
que la translocation est un processus hors-équilibre, comme en témoignent les expériences
de translocation présentées dans la section 3.3.3.

Enfin, les auteurs observent ’existence d’'un minimum pour la durée de translocation
en fonction de la concentration en agents de ratchet en régime OTO (Fig.3.27C); ce
minimum n’est pas observé pour le régime ATA, ou la durée de translocation décroit
avec la concentration jusqu’a atteindre rapidement un plateau. Les auteurs attribuent
I'existence du minimum pour le régime OTO a l'augmentation de la friction du polymere
coté trans du nanopore par association avec les agents de ratchet. Avec cette explication,
il est cependant curieux de ne pas observer un comportement similaire pour le régime
ATA, la condition d’association permettant de former des globules compacts également
soumis a la friction du fluide. Une précédente étude par Yu et Luo[315], analogue a
celle de Suhonen et Linna mais a deux dimensions, présente un minimum pour la durée
de translocation en fonction de la concentration en agents de ratchet pour le régime
ATA, contrairement aux observations de Suhonen et Linna & trois dimensions. Il apparait
donc que la dimension considérée pour les simulations induise des comportements assez
variables pour des systémes pourtant analogues.

3.4.4 En résumé

Nous avons vu dans cette section un panorama des études présentant des simulations
de ratchet de translocation. Nous avons pu constater une grande variabilité des résultats
obtenus, tres dépendants de la méthode mise en place pour la simulation, dynamique
moléculaire ou dynamique de Langevin, ou des choix de modélisation : regles d’association
de 'agent de ratchet avec le polymere, dimension du systeme, rigidité du polymere...

A partir de ce constat, des expériences pour tester la validité du mécanisme de ratchet
de translocation semblent de rigueur pour faire avancer les connaissances a son sujet.
Les simulations n’étant pas satisfaisantes, il est nécessaire de développer un systeme ex-
périmental reproduisant le mécanisme du ratchet de translocation au sein d’un systeme
parfaitement controlé.
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Nous avons vu que le mécanisme du ratchet de translocation est au coeur d’un grand
nombre de processus biologiques impliquant le transport de macromolécules a travers des
membranes biologiques. Les études précurseurs de Matlacket coll.[126] sur le complexe
Sec61 et celle de Hepp et coll.[191] sur le pilus type IV ont mis en évidence des mécanismes
de ratchet de translocation dans des systemes biologiques. Cependant, du point de vue
physique, aucune étude expérimentale sur les parametres clés du ratchet de translocation
n’a été jusqu’ici réalisée. Il existe un certain nombre de modeles statistiques pour rendre
compte de la translocation de polymeres dans des milieux confinés, comme nous 1’avons
vu dans le chapitre 3; mais pour le cas du ratchet de translocation, le seul modele dont
nous disposons est celui développé par Simon, Peskin, Odell et Oster (voir section 1.3.2).

Plus précisément, le modele de Simon et coll. fait ressortir le rapport L/d pour le gain
temporel du ratchet de translocation sur la diffusion libre, avec L la longueur du substrat
en translocation et ¢ le pas du ratchet, a savoir la taille de I'agent de ratchet. Cependant,
cette approche est valide dans le cadre d’un pore infiniment fin et de la taille exactement
du substrat en translocation. Cette hypothese de travail n’est plus possible lorsqu’il s’agit
de se comparer a un systeme réel, ou le substrat rencontre un cotit énergétique inhérent
au confinement a l'intérieur du pore. De méme, le modele de Simon et coll. suppose un
controle thermodynamique pour la dynamique d’association entre 1’agent de ratchet et le
substrat. Comme nous ’avons vu dans la section 3.3.3, la translocation d’un polymere est
un processus hors-équilibre. De ce fait, un controle thermodynamique pour la dynamique
d’association entre ’agent de ratchet et le substrat, gouvernant alors le succes du méca-
nisme de ratchet de translocation, semble une hypothese trop forte pour étre confrontée
avec succes aux expériences.

Du point de vue biologique, la description physique d'un ratchet de translocation
permettrait une meilleure compréhension des interactions entre protéines interagissant au
sein des translocons ainsi que leur réle dans le transport de biomolécules. La description de
ces systemes biologiques en tant que machines thermodynamiques permettrait un gain de
généralité, d’autant plus que nous avons vu que ces systemes sont généralement complexes,
avec de nombreuses protéines intervenant de concert pour des mécanismes de transport
variés au sein d’un méme translocon (comme c’est le cas par exemple pour les complexes
TIM/TOM et TIC/TOC).

A partir de ce constat, il apparait nécessaire de tester la validité du modele du ratchet
de translocation au sein d’un systéme physique expérimental dont tous les parametres
seraient controlés. En particulier, une telle expérience permettrait de mettre en lumiere
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les dépendances a la fois cinétiques et géométriques expliquant le fonctionnement du
ratchet de translocation.

La caractérisation de ce systeme en tant que nanopompe avec la mesure du rende-
ment énergétique pourrait ouvrir des perspectives dans le domaine de la nanofluidique. A
I’échelle nanométrique, le transport d’une espece chimique a I’encontre de son gradient de
concentration releve du défi technologique ; le ratchet de translocation se présente comme
un systeme prometteur pour développer des systemes nanofluidiques controlés.

A travers cette these, j’ai donc développé un systeéme artificiel reproduisant a 1’échelle
de ’ADN un mécanisme de ratchet de translocation. A partir de ce systeme, j’ai étudié les
dépendances du ratchet de translocation avec les parametres cinétiques et géométriques
du probleme. J’ai alors pu établir un modele phénoménologique du fonctionnement du
ratchet de translocation expérimental.

La suite de ce manuscrit est construite de maniere a suivre le cheminement que nous
avons eu lors de nos expériences. Notre approche se veut didactique, en procédant d’abord
a la preuve de principe du fonctionnement de notre ratchet de translocation, puis une
description quantitative de ses dépendances avec les parametres cinétiques et géométriques
du probleme. Les modeéles que nous avons développés sont phénoménologiques et trouvent
leur place dans I’approche descriptive du ratchet de translocation que nous avons suivie
depuis le début.

Plus précisément, les chapitres I1.1 et I1.2 forment une partie entierement consacrée
aux méthodes expérimentales. Le lecteur intéressé y trouvera une description complete
pour chaque technique expérimentale utilisée dans notre étude. Nous détaillerons dans
le chapitre II.1 la technique expérimentale au coeur de ce projet, a savoir la microscopie
a effet Zero-Mode Waveguide. Cette technique a été développée au sein de 1’équipe et a
notamment fait I’objet du travail de thése de Thomas Auger, sur lequel s’est basé mon
propre travail. Nous verrons dans le chapitre I1.2 une seconde méthode utilisée dans cette
étude pour mesurer des constantes de dissociations entre molécules : la thermophorese a
micro-échelle (Microscale Thermophoresis).

Les chapitres III.1 et III.2 rassemblent les principaux résultats tirés de notre étude.
En particulier, le chapitre III.1 présente la preuve de principe du mécanisme de ratchet
de translocation de notre systeme expérimental. Nous y présentons ensuite I’étude des
dépendances du ratchet de translocation avec les parametres cinétiques et géométriques ;
pour cela, nous avons notamment introduit la notion de rendement de ratchet Y, qui
reviendra dans toute la suite de notre travail. Pour finir ce chapitre, nous présentons un
ratchet de translocation a effet "mauvais solvant', ne nécessitant pas d’agents de ratchet
pour fonctionner. Le chapitre II1.2 est consacré a la translocation de molécules d’ADN
présentant des structures secondaires. Nous verrons comment ces structures modifient le
fonctionnement du ratchet de translocation.

Nous présenterons finalement en annexe 2.5.4 une étude a laquelle j’ai participé, en
collaboration avec le groupe de Jens-Uwe Sommer (Institute Theory of Polymers at the
Leibniz Institute of Polymer Research Dresden), portant sur des nanopores greffés dont
le rayon est modifié selon la composition du solvant (mélange eau-éthanol). Nous nous
sommes servis de la microscopie a effet Zero-Mode Waveguide pour quantifier le change-
ment de rayon effectif de ces nanopores. Cette étude a fait ’objet d’une publication dans
le journal Macromolecules.
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Chapitre

Microscopie a effet Zero-Mode Waveguide
pour nanopores

La microscopie a effet Zero-Mode Waveguide a été développée initialement par Levene
et coll.[316] pour I'observation de I'activité enzymatique de polymerases piégées dans des
nanopores. Cette technique permet de réduire considérablement le volume d’illumination
dans le cas d’une microscopie a fluorescence, permettant ainsi I’observation en fluorescence
de molécules uniques.

Dans ce chapitre, nous détaillerons les principes de la microscopie a effet Zero-Mode
Waveguide, puis sa transposition a ’observation de la translocation de molécules d’ADN;
cette technique a été largement employée pour les travaux présentées dans ce manuscrit,
d’ou sa présence dans cette section. Le lecteur intéressé par la microscopie a effet Zero-

Mode Waveguide trouvera plus de détails dans les revues suivantes : Punj et coll.[317],
Zhu et Craighead[318], Moran-Mirabal et Craighead[319].

1.1 Effet Zero-Mode Waveguide

1.1.1 Principes généraux de l'effet Zero-Mode Waveguide

Considérons un guide d’onde métallique (considéré comme conducteur parfait) de
forme cylindrique dans lequel se propage une onde électro-magnétique. La propagation de
ce champ dans le guide d’onde est régie par I’équation de Helmholtz[320] :

2 w?
Vi pes |E=0, (1.1)

avec i la perméabilité du milieu, € sa permittivité, w la pulsation, c la célérité de la lumiere
dans le vide et E la composante électrique du champ. Nous ne nous intéresserons ici qu’au
champ électrique, car la fluorescence est sensible au champ électrique et non au champ
magnétique (plus particulierement & son intensité) et nous développons la description de
cet effet dans le but de I'utiliser pour des applications en microscopie de fluorescence.
Nous définissons alors le champ électrique E comme se propageant selon la direction
z avec une vecteur d’onde k, et transverse pour les directions x et y; de plus, elle est
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périodique de pulsation w :
E(x,y, z,t) = B(z, y)etr==—%!, (1.2)

Avec cette expression pour le champ électrique, nous pouvons ré-écrire 1’équation de
Helmholtz de la maniére suivante :

w2
lv? + <u602 — k2>] E =0, (1.3)

olt V2 est la composante transverse de I'opérateur laplacien.

Par résolution de I’équation de Helmholtz, on peut montrer que le mode principal
en champ électrique transverse (TE, soit E, = 0) présente une longueur de coupure A,
en-dessous de laquelle le champ électrique est évanescent[320, 316, 321]. Pour un guide
d’onde a géométrie cylindrique, cette longueur de coupure s’exprime comme \. = 1, 7d,
ou d est le diametre du guide d’onde. Lorsque la longueur d’onde A, du champ électrique
est supérieure & \., le champ électrique ne se propage pas dans le guide d’onde (d’ou 'ap-
pellation Zero-Mode Waveguide) et I'intensité décroit exponentiellement avec la longueur
de pénétration z selon la longueur caractéristique A :

1 1

On a ainsi I(z) = |E(2)[|? oc e7#/A,

Dans nos expériences, nous utiliserons un laser dont la longueur d’onde est de 488 nm ;
en considérant un nanopore de forme circulaire dont le diametre vaut 50 nm, on trouve
une longueur d’onde de coupure de 85 nm et une longueur caractéristique de décroissance
de l'intensité lumineuse d’environ 43,2 nm. Ainsi, tout matériau métallique nanoporeux,
dont le diametre des nanopores est de 50 nm, éclairé par un laser a 488 nm est opaque
si son épaisseur est supérieure a 43,2 nm environ. Dans le cadre de nos expériences, nous
utiliserons toujours des guides d’onde métalliques d’une épaisseur de 50 nm, les rendant
ainsi opaques dans les conditions décrites ici.

On peut estimer grossierement le volume d’illumination de l'onde évanescente dans
le pore comme A x mR% ol R est le rayon du pore. Avec R = 25 nm et un laser a
488 nm, ce volume d’illumination est de ordre de 10-100 zL (zeptolitre, soit 1072 L).
De maniere plus précise, le volume d’observation, c’est-a-dire le volume dans lequel un
fluorophore sera excité par l'onde incidente, dépend également du rendement quantique
Q(z) et de lefficacité de couplage dipolaire p(z). L’efficacité de couplage dipolaire p(z)
rend compte de la probabilité d’absorption d’un photon incident par le fluorophore, tandis
que le rendement quantique Q(z) quantifie la part des émissions radiatives par le fluo-
rophore excité par rapport a ses émissions totales (radiatives et non-radiatives). Levene
et coll.[316] ont montré par des simulations par éléments finis que ces grandeurs varient
avec la profondeur dans le guide d’onde selon une décroissance exponentielle. On définit
alors la profondeur d’excitation, soit la zone effective ou il est probable d’observer un
signal fluorescent, comme S(z) = I(z)p(z)Q(z)[316, 321]. En faisant 'approximation que
Iefficacité de couplage dipolaire et le rendement quantique varient tous deux selon l'in-
tensité lumineuse 1(z)[321], on peut établir que S(z) ~ e~3*/A. Le volume d’observation
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Vops s’exprime alors de la maniere suivante[322, 323, 316, 321] :

7d® ([ S(2)dz)* _ wd®A
4 [S?%(2)dz 247

Vobs = (1.5)

ce qui donne environ 14 zL avec les valeurs numériques précédentes; on retrouve un
résultat proche de I'estimation grossiére établie précédemment en considérant seulement
la longueur caractéristique de décroissance de l'intensité lumineuse.

L’intérét derriere ce volume d’observation réduit est de pouvoir observer des molé-
cules uniques par fluorescence. En regle générale, I'observation de molécules uniques par
fluorescence est limitée par la diffraction, qui ne permet pas de distinguer deux particules
distantes de moins de 200 nm environ. Il faut alors travailler en régime ultra-dilué pour
avoir des molécules distantes de plus de 200 nm en moyenne. Cette condition est diffi-
cile a réaliser du point de vue expérimental, en raison de ’agitation thermique il est peu
probable qu'une molécule puisse étre isolée a ce point en solution. De plus, le rapport
signal /bruit risque d’étre proche de 1'unité, notamment a cause du bruit de fond causé
par les émissions des molécules fluorescentes en dehors du plan focal.

Au contraire, avec 'effet Zero-Mode Waveguide, il est possible d’isoler une molécule
unique dans un nanopore servant de guide d’onde et d’induire son émission fluorescente
localisée grace au volume d’observation réduit. Ainsi, il est possible de travailler avec
des concentrations en soluté bien plus élevées qu’en microscopie confocale classique. Par
exemple, en reprenant I’exemple précédent des nanopores de 50 nm de diametre, la concen-
tration maximale C zymw pour avoir en moyenne une seule molécule dans le volume
d’observation se calcule comme l'inverse du volume d’observation, soit C; zyw =~ 120
1M, contre Cf gqss =~ 0,2 pM pour cette concentration maximale dans le cas de la mi-
croscopie confocale classique, soit 1000 fois moins concentré. C zymw est de I'ordre des
concentrations physiologiques de biomolécules; a partir de ce constat, il est possible de
réaliser des observations en molécules uniques par fluorescence de biomolécules en condi-
tions physiologiques, comme par exemple des mesures d’activité enzymatiques (Fig.1.1).
En comparaison a d’autres techniques de molécules uniques, comme I’AFM ou les pinces
optiques, la microscopie a effet Zero-Mode Waveguide ne nécessite que peu de modifi-
cations des molécules ciblées (un simple marquage fluorescent) et permet d’observer la
dynamique de ces molécules, ce qui fera I'objet de nos mesures concernant la translocation
de molécules d’ADN a travers des nanopores.

1.1.2 Expérience de Levene et coll.

Pour en revenir a I’étude fondatrice de Levene et coll.[316], les auteurs ont utilisé I'effet
Zero-Mode Waveguide pour observer par FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy)
lactivité de molécules d’ADN polymérases piégées sur une surface de verre au sein de
nanopores de silice recouverte par un film nanométrique d’aluminium (89 nm) (Fig.1.2A).
Ces nanopores font un diametre variable entre 43 nm et 66 nm (Fig.1.2B).

Une simulation par éléments finis basée sur les équations de Maxwell a été réalisée
en considérant la géométrie du guide d’onde circulaire formant un puits creusé dans une
couche nanométrique d’aluminium déposée sur un substrat de silice. Le résultat de cette
simulation, présenté dans la figure Fig.1.2C, met en lumiere 'effet Zero-Mode Waveguide
avec une longueur de décroissance caractéristique pour l'intensité lumineuse de 'ordre de
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FIGURE 1.1 — Histogramme de répartition de 30 000 enzymes selon leur constante de
Michaelis. On constate que la plupart de ces enzymes requierent pour leur étude des
concentrations hors d’atteinte pour des techniques classiques de FCS, rendues possibles
par FCS couplée a un effet Zero-Mode Waveguide. (Extrait de [318]).

50 nm, en tres bonne adéquation avec les prédictions théoriques détaillées précédemment.
La profondeur d’excitation S(z) est également représentée dans la figure Fig.1.2D pour
différents diametres du guide d’onde, montrant un profil exponentiel avec la profondeur
dans le guide d’onde. Enfin, le volume d’observation et la concentration en soluté associée,
pour lequels on compte en moyenne une seule molécule dans le volume d’observation est
présenté dans la figure Fig.1.2E, avec un volume d’observation compris entre 10 et 100 zL
et des concentrations en soluté de 1'ordre de 100 pM.

A partir de leurs observations expérimentales, les auteurs ont apporté la preuve de
principe du fonctionnement de la microscopie a effet Zero-Mode Waveguide, qui leur
a permis d’effectuer des mesures de FCS a concentration mille fois supérieure a celles
habituellement utilisées pour des mesures de FCS en microscopie a fluorescence classiques.

1.1.3 Développement

Depuis I'étude de Levene et coll.[316] de 2003, le développement de la microscopie
a effet Zero-Mode Waveguide (qu’on abrégera en microscopie ZMW) a fait 1'objet d’in-
tenses recherches, avec deux axes principaux : 'amélioration des performances de ce type
de microscopie, en réduisant le volume d’observation et en améliorant 1’émission de fluo-
rescence ; et un second axe de développement autour des applications de la microscopie

ZMW.

Géométrie du guide d’onde

L’effet Zero-Mode Waveguide est un phénomene optique dépendant de la géométrie
du guide d’onde. En modifiant la forme du guide d’onde ainsi que son état de surface,
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FIGURE 1.2 — Expérience de Levene et coll. - A) Systéme expérimental avec microscopie
a effet Zero-Mode Waveguide. L’activité enzymatique de polymérases est observée par
FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy) avec le volume d’observation défini par I’ef-
fet Zero-Mode Waveguide dans des nanopores de silice. B) Puce nanofluidique en silice
recouverte d’un film nanométrique d’aluminium (89 nm) comportant des nanopores de 43
nm de diametre, observée a différentes échelles. C) Résultat de simulation par éléments
finis de l'intensité lumineuse dans un nanopore de 50 nm de diametre et 100 nm de profon-
deur avec mise en évidence de 'effet Zero-Mode Waveguide sur la décroissance d’intensité
dans le nanopore. D) Profondeur d’excitation S(z) en fonction de la position par rapport
a lentrée du pore (z=0), pour différents diametres de pore. E) Volume d’observation et
concentration en soluté pour lesquels on compte en moyenne une seule molécule dangdg
volume d’observation, en fonction du diametre du nanopore. (Extrait de [316]).
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il est possible d’améliorer I’émission de fluorescence d’un fluorophore piégé dans le guide
d’onde.

Par exemple, Baibakov et coll.[324] ont quantifié ’amélioration des performances d'un
guide d’onde par effet ZMW en modifiant la forme du guide d’onde, a savoir passer d'une
forme circulaire a une forme rectangulaire. L’idée derriere ce changement est d’optimiser
les dimensions du guide d’onde pour maximiser l’'amélioration de fluorescence induite
par le Zero-mode Waveguide. En effet la création d’'un plasmon de surface dans la couche
métallique vient renforcer le champ électrique a I'intérieur du nanopore[325, 326]. De plus,
le guide d’onde se comporte comme une antenne pour le champ électrique, ce qui contribue
au renforcement opéré par le plasmon de surface[327]. Ces deux effets combinés permettent
d’expliquer le renforcement de ’émission de fluorescence par un fluorophore confiné dans
le pore, allant de 6.5 fois[328] a pres de 120 fois[329, 330] pour des guides d’onde circulaires
gravés sur leur surface métallique par des anneaux concentriques permettant de focaliser
le plasmon de surface a 'intérieur du pore (Fig.1.3C-F). En modifiant la géométrie du
guide d’onde, il est méme possible d’atteindre des facteurs d’amplification de 'ordre de 1
100, comme cela a été réalisé expérimentalement par Punj et coll.[331] grace a un dimere
d’antennes en or inséré a 'intérieur d’une cavité nanométrique rectangulaire (Fig.1.3A-B).

On observe également un effet de quenching du pore dans le cas ou le fluorophore est
proche des parois, il y a alors un transfert non-radiatif d’énergie entre le fluorophore excité
et la couche métallique, conduisant a une réduction globale de 1’émission de fluorescence
du dispositif. La longueur en-dessous de laquelle le quenching devient significatif est estimé
a environ 110 nm en lumiére visible, contre 60-70 nm pour les UV[324, 332, 333, 334].

A partir des considérations précédentes, Baibakov et coll.[324] ont développé des guides
d’onde en aluminium de forme rectangulaire de 100 nm de longueur pour 30 nm de lar-
geur (Fig.1.4A). L’onde incidente dispose d'une polarisation TE avec le champ électrique
orienté selon la largeur du guide d’onde. La longueur est choisie de telle sorte que le quen-
ching du fluorophore par les parois est réduit au maximum, maximisant "amplification
du champ dans le nanopore (Fig.1.4B). De méme, la largeur du guide d’onde maximise
la focalisation du plasmon de surface généré par l'onde incidente. Cette géométrie per-
met d’amplifier I’émission de photons par fluorescence de pres de 50% par rapport a une
géométrie circulaire tout en réduisant de pres de 4 fois la durée de vie de la fluorescence
émise (Fig.1.4C). Ces propriétés se révelent essentielles dans le cas d’une microscopie de
fluorescence avec pour objet d’étude la dynamique d’objets biologiques complexes.

Nature de la couche métallique

La nature du métal utilisé pour la couche conductrice a I'origine de 'onde évanescente
de l'effet Zero-Mode Waveguide fait également 1'objet de nombreuses recherches pour
augmenter les performances de cette technique. En particulier, les métaux utilisés sont le
plus souvent 'or et ’aluminium, plus rarement le palladium|[335].

Le choix de l'or vient de sa bande de résonance de plasmon de surface autour de
520 nm|[336, 337], ce qui en fait un candidat idéal pour favoriser 'amplification de la
fluorescence en effet Zero-Mode Waveguide. De plus, I'or est neutre du point de vue
chimique et il est bio-compatible, qui sont des propriétés essentielles pour des applications
en biologie. L’aluminium est également un candidat de choix, en raison de sa grande
disponibilité et de sa résonance de plasmon de surface comprise entre 400 nm et 500 nm
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F1GURE 1.3 — Exemples d’amplification de la fluorescence par modification du guide
d’onde - A-B) Expérience de Punj et coll. ; C-F) Expérience de Aouani et coll. A) Guide
d’onde de Punj et coll. B) Facteur d’amplification de la fluorescence en fonction de la dis-
tance entre les deux antennes; (insert) simulation du facteur d’amplification. C) Images
en microscopie a fluorescence de ’émission de fluorescence selon la gravure ou non du
guide d’onde. D) Facteur d’amplification de la fluorescence en fonction de I’angle d’émis-
sion. E) Image SEM de la surface gravée du guide d’onde. F) Schéma d’émission de la
fluorescence dans un guide d’onde gravé. (A-B extraits de [331] et C-F extraits de [329]).
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FIGURE 1.4 — Expérience de Baibakov et coll. - A) Images SEM des guides d’ondes et
visualisation de l'intensité du champ électrique par simulation. B) Amplification d’inten-
sité et durée de vie de la fluorescence émise en fonction de la longueur et largeur du
guide d’onde rectangulaire. C) Comparaison de la fluorescence émise et de sa durée de vie
selon la méthode utilisée : (Conf) microscopie confocale; (ZMW) Zero-Mode Waveguide
avec guide d’onde circulaire ; (NR) Zero-Mode Waveguide avec guide d’onde rectangulaire.
(Extrait de [324]).
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(selon la taille de la couche métallique)[338].

Plus récemment, des études ont comparé les efficacités relatives de 1'or et de I'alumi-
nium pour 'effet Zero-Mode Waveguide. De Torres et coll.[339] ont quantifié I'efficacité
du transfert d’énergie entre un donneur et un receveur dans le cadre de la microscopie
FRET (Forster resonance energy transfer) avec effet Zero-Mode Waveguide. Les auteurs
ont observé qu'un guide d’onde en aluminium présente un facteur d’amplification de fluo-
rescence supérieur a celui d'un guide d’onde de méme dimension en or dans le spectre
vert (facteur 3 pour 'aluminium contre 2,5 pour l'or avec un guide d’onde de 190 nm)
(Fig.1.5). Cette observation a été également décrite dans I’étude de Martin et coll.[340], ou
les auteurs décrivent un facteur d’amplification de 2,5 pour 'aluminium contre 1,4 pour
I'or. En revanche, I’étude montre que I'aluminium n’amplifie pas la fluorescence dans le
spectre rouge, alors que l'or dispose d'un facteur d’amplification de 2.
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FIGURE 1.5 — Expérience de de Torres et coll. - A) Images SEM des guides d’onde de
diametre 190 nm en or (gauche) et aluminium (droite). B) Facteur d’amplification de
fluorescence selon le diametre du nanopore pour l'or et 'aluminium. (Extrait de [339]).

1.1.4 Applications

Au-dela des recherches menées pour améliorer toujours plus les performances en terme
d'amplification de 'effet Zero-Mode Waveguide, ses applications sont nombreuses. Samiee
et coll.[321] ont utilisé la microscopie ZMW pour étudier le processus d’oligomérisation
de la protéine répresseur du bactériophage A, qui régule la production du matériel viral
dans les cellules infectées[341]. Grace a leurs observations les auteurs ont mesuré une en-
thalpie libre de réaction de 12 kg1 pour cette réaction, validant ainsi la technique pour
des mesures thermodynamiques en conditions physiologiques. Sameshima et coll.[342] ont
quantifié par microscopie ZMW I’association des protéines GroEL et GroES, des chape-
ronines procaryotes homologues des protéines Hsp60 et HsplO chez les eucaryotes[343].
Ces molécules s’associent pour former une structure en forme de ballon de football et
nécessitent pour cela une concentration de I'ordre du micromolaire ; avec cette condition,
la microscopie ZMW se présentait comme un outil de choix pour réaliser des mesures de
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molécules uniques a concentrations physiologiques. Edel et coll.[344] ont employé la mi-
croscopie ZMW pour I'observation de la dynamique de lipides, leur permettant de mesurer
des coefficients de diffusion de I'ordre de 100 p?/s. Les études de Uemura et coll.[345] et
Vilfan et coll.[346] ont quant & elles usé de la microscopie ZMW pour I'observation de la
dynamique de d’association d’ARNt et du ribosome lors de la traduction a ’échelle de la
molécule unique et pour quantifier 'activité d'une rétrotranscriptase (enzyme permettant
de synthétiser un fragment d’ADN a partir d’'une molécule d’ARN, notamment utilisée
par les rétro-virus). Nous citerons également ’étude de Eid et coll.[347, 348] établissant
les bases de la technique de séquengage SMRT (Single Molecule, Real Time : pour cela, les
auteurs piegent une ADN polymérase dans une cavité de Zero-Mode Waveguide et suivent
son activité tout au long de la réplication d’'une molécule d’ADN. Chaque nucléotide en
solution est 1ié & un fluorophore selon le type de base (soit 4 types de fluorophore au to-
tal). Lorsque qu’un nucléotide est ajouté au brin d’ADN naissant, il perd son fluorophore.
Ainsi, en suivant la fluorescence émise dans la cavité au cours du temps, il est possible de
déterminer la séquence des bases du brin d’ADN répliqué (Fig.1.6). Cette technique est
aujourd’hui exploitée par la société PacBio[349].
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FIGURE 1.6 — Technique de séquengage SMRT : A) Principe de la technique. B) Exemple
de séquencage d’un fragment d’ADN par SMRT, ou la fluorescence des quatre types de
fluorophores est suivie au cours du temps. (Extrait de [347]).

D’autres études par Larkin et coll.[350, 351] et Jadhav et coll.[352] ont montré la
possibilité de coupler la microscopie ZMW avec des puits poreux permettant une capture
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améliorée de molécules d’ADN a I'intérieur des nanopores grace a l'application d’un champ
¢électrique a travers le pore. Les auteurs ont notamment montré que cette technique permet
d’augmenter le taux de remplissage du pore de pres d’un facteur 100.

Nous citerons ici une derniere application de la microscopie ZMW, qui nous inté-
ressera tout particulierement pour la suite de ce manuscrit car il s’agit de la technique
employée dans notre travail. Il s’agit de la microscopie Zero-Mode Waveguide pour la
translocation de polymeres développée par Auger et coll.[299]. Le détail technique de ce
dispositif sera décrit dans la section suivante. Les auteurs ont employé l'effet Zero-Mode
Waveguide pour observer en temps réel la translocation de molécules A’ADN X a travers
des nanopores de diametres variables entre 50 nm et 200 nm, a 'aide d’un forgage hy-
drodynamique (Fig.1.7A). Grace a leur dispositif expérimental, les auteurs ont mesuré
la relation entre la fréquence de translocation des molécules d’ADN et la pression hy-
drodynamique imposée, retrouvant les prédictions théoriques du modele de succion, en
particulier I'indépendance du flux critique J. avec la taille du nanopore et la longueur du
polymere (Fig.1.7B). Les auteurs ont également mis en évidence la réduction du rayon
effectif de nanopores possédant des molécules de PEG thiol greffées sur ses parois a travers
I’élévation de la pression critique induite par le greffage (Fig.1.7C). Cette mesure leur a
permis de retrouver la hauteur de la brosse de polymeres greffés, technique réutilisée dans
I'étude de Yong et coll.[353] a laquelle j’ai collaboré pour mesurer 'effondrement d’une
brosse de polymeres greffés dans un nanopore par ajout d’éthanol en co-solvant avec I’eau
(Fig.1.8A). La présence d’éthanol en solution avec I’eau provoque 'effondrement du po-
lymeére PNiPAAm, maximale pour une fraction volumique de l'ordre de 5%, qui revient
ensuite a son extension initiale pour des fractions volumiques supérieures. Il s’agit d'un
effet de co-solvant provoqué par la présence de deux bons solvants pour le PNiPAAm. En
greffant ces polymeres dans des nanopores, il est possible d’observer 'effondrement de la
brosse de polymere par la mesure de la pression critique associée a la translocation de
molécules d’ADN ) a travers ces pores greffés (Fig.1.8B). La pression critique étant reliée
au rayon du nanopore selon une loi d’échelle avec exposant -4, il est possible d’en déduire
une estimation de la hauteur de la brosse de polymeres (Fig.1.8C). Cette étude a donné
lieu a une publication en avril 2021 dans le journal Macromolecules. Le lecteur intéressé
trouvera l'article intégral en annexe 2.5.4.

La méthode de microscopie ZMW pour la translocation de polymere a été reprise par la
suite dans I’étude de Klughammer et Dekker[335] pour I'observation de la translocation de
molécules ’ADN et de protéines BSA a travers des nanopores en palladium sous forcage
électrostatique pour ’ADN et diffusion simple pour la BSA.

1.2 Mise en place expérimentale d’un ratchet de trans-
location artificiel

Dans cette section, nous décrirons le montage expérimental que nous avons utilisé pour
réaliser notre ratchet de translocation expérimental. Nous détaillerons ensuite le processus
d’acquisition des données et leur traitement.

Pour construire un ratchet de translocation, il est essentiel de disposer de trois éléments
clés : le nanopore, le substrat pour la translocation et ’agent de ratchet.
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FI1GURE 1.7 — Microscopie ZMW pour la translocation de polymeres - Expérience de Au-
ger et coll. : A) Dispositif expérimental de la microscopie ZMW pour la translocation de
molécules d’ADN. B) Fréquence de translocation en fonction de la pression hydrodyna-
mique imposée pour une molécule d’ADN A dans un nanopore de 50 nm de diametre. C)
fréquence de translocation en fonction de la pression hydrodynamique imposée pour des

molécules d’ADN X dans des nanopores de 50 nm de diameétre avec ou sans greffage de
PEG thiol. (Extraits de [299]).

1.2.1 Membranes track-etched et métallisation

La premiere partie nécessaire pour constituer notre ratchet de translocation nanomé-
trique est le nanopore, mimant le fonctionnement d’un translocon pour la translocation
des molécules d’ADN. Le choix du matériau nanoporeux doit étre compatible avec la
microscopie ZMW de maniére a pouvoir observer la translocation des molécules d’ADN
a travers les nanopores, tout en constituant une barriere physique pour les polycations
situés du coté trans de la membrane (en aval de la translocation). Pour répondre a ces
contraintes, nous avons choisi d’utiliser des membranes track-etched métallisées sur une
de leurs faces avec une couche nanométrique d’or. Les sections suivantes détaillent le
fonctionnement de ces membranes et leur intérét pour notre étude.

Membranes track-etched

Les membranes track-etched sont des membranes de polymere (polycarbonate, poly-
ester, PET, polyimide, PVDF ou polypropylene)[354, 355, 356, 357, 358], d'une épaisseur
micrométrique et recouvertes de nanopores a des densités élevées pouvant aller jusqu’a
10® pores/cm?. Le diamétre de ces nanopores s’étend de 10 nm a plus de 10 ym, couvrant
ainsi une gamme sur pres de 3 ordres de grandeurs.

Les membranes track-etched sont fabriquées a partir de films de polymeres exposés a
un bombardements d’ions lourds au sein d’un accélérateur de particules (Fig.1.9A-B). Ces
ions lourds, le plus souvent des noyaux d’atomes d’or, de plomb ou d’uranium, sont accé-
lérés a des énergies de 'ordre de 1-10 MeV /u. Lorsqu’ils traversent le film de polymeéres,
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F1GURE 1.8 — Effondrement d’une brosse de polymeres par effet de co-solvant - Expérience
de Yong et coll. : A) Dispositif expérimental. B) Fréquence de translocation (en u.a.) en
fonction de la pression imposée pour des molécules d’ADN \ avec des nanopores de 50 nm
greffés au PNiPAAm et un co-solvant eau/éthanol a différentes fractions volumiques. C)
Epaisseur relative de la brosse de polyméres greffés en fonction de la fraction du solvant
en éthanol. (Extraits de [353]).
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ces ions perdent de I’énergie via différents processus dont I'excitation et 'ionisation du
nuage ¢lectronique des atomes cibles ou des projectiles générés par I'impact dans le maté-
riau, des échanges électroniques entre 1’ion lourd et les atomes du matériau, des collisions
élastiques ou des radiations électromagnétiques[359]. Ces pertes suivent la trajectoire de
I'ion dans le matériau, menant a des géométries cylindriques d’ionisation dans le matériau,
qu’on appelle des traces. Dans un matériau polymere, l'ionisation des atomes le consti-
tuant conduit a une rupture des liaisons covalentes, des créations de liaisons saturées ou
une structure locale amorphe pour les matériaux polycristallins[360, 361]. Pour obtenir
une trace homogene sur toute 1’épaisseur du matériau, les pertes d’énergie de I'ion lourd
doivent excéder 5 keV/nm[362] ; en-dessous de cette valeur, la trace n’est pas homogene,
ce qui peut conduire a une inhomogénéité dans le nanopore issu de cette trace.

Une fois la trace créée, le nanopore est produit par application d’un agent corrosif sur
le matériau (Fig.1.9A-B). Plus précisément, 'agent corrosif (selon le matériau a traiter :
soude, hypochlorite de sodium, potasse caustique...) dispose d'une vitesse de gravure plus
élevée pour les atomes ionisés de la trace que pour le reste du matériau. Par conséquent, la
trace sera gravée plus rapidement que le reste du matériau, menant ainsi a la gravure d’'un
nanopore. Ce nanopore peut étre cylindrique si la vitesse de gravure est beaucoup plus
élevée que celle du matériau non-irradié, sinon il est de forme conique. L’angle d’ouverture
de ce cone est défini par le rapport de ces deux vitesses[363] (Fig.1.9C). Le diameétre du
nanopore est mesuré au cours de la réaction par mesure conductimétrique (Fig.1.9D).
Une différence de potentiel est appliquée de part et d’autre du matériau ; le nanopore se
comporte alors comme une résistance dont 'impédance est fonction de son rayon, infinie
lorsque le nanopore n’est pas complétement gravé (c’est-a-dire que les deux faces de la
gravure ne se sont pas encore rejointes), finie lorsque le nanopore n’est plus bouché. La
relation entre la résistance électrique R.; du nanopore et sa géométrie est donnée par la

relation suivante :
R =~ /L L g (1.6)
el = 5 :L" .
T Ko Ax)

ou K est la conductivité de la solution, A(x) la section du pore pour la coordonnée
x et L I'épaisseur du matériau. Pour un pore cylindrique de rayon r, on a la relation
Ry = L/(Kmr?). Le suivi du courant électrique a travers le pore permet donc d’estimer
le rayon du nanopore gravé (Fig.1.9E).

Dans le cas des membranes track-etched, le matériau est bombardé avec des milliards
d’ions lourds, donc les nanopores sont gravés en paralléle par I'action de I'agent corrosif.
La mesure du courant électrique est donc une valeur moyenne du courant dans tous les
nanopores, d’ou la variabilité observée pour le rayon des nanopores, estimée a -20% - 0%
pour les membranes que nous avons utilisées dans notre étude (Whatman Nucleopore).

Un autre facteur important pour ces membranes est la densité en nanopores. En effet,
cette densité est issue de la valeur du flux d’ions lourds lors du bombardement initial.
Cependant, la superposition de traces est a proscrire pour éviter une détérioration des
nanopores lors de la gravure. Pour les membranes de notre étude, les densités en nanopores
sont comprises entre 3.10® et 6.10% nanopores/cm?.

Pour réaliser nos expériences de translocation, nous avons choisi d’utiliser les mem-
branes track-etched de la marque Whatman Nucleopore. Ces membranes sont en poly-
carbonate, qui dispose d’'une faible affinité pour les molécules d’ADNI[367, 368]; il s’agit
d’un critere essentiel pour la réalisation d'une expérience de translocation de molécules
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FIGURE 1.9 — Méthode de fabrication d’'une membrane track-etched - A) Bombardement
d’une membrane en polymeres par des ions lourds & haute énergie, puis gravure chimique
des traces d’atomes ionisés du matériau par un agent corrosif. B) Image SEM de la tranche
d’une membrane track-etched. C) Schéma de I’angle d’ouverture du cdéne de gravure en
fonction des vitesses de corrosion de I’agent chimique pour la trace et pour le matériau non-
ionisé. D) Dispositif de gravure et mesure simultanée du courant ionique pour en déduire
le rayon du pore; (gauche) gravure d’un nanopore cylindrique, avec agent corrosif des
deux cotés de la membrane; (droite) gravure d’'un nanopore conique, avec agent corrosif
d’un seul c6té de la membrane. E) Mesure du courant ionique & travers un nanopore en
cours de gravure en fonction du temps; la chute brutale du courant ionique correspond a

I'événement d’ouverture du nanopore. (A-B extraits de [364], C-D extraits de [365] et E
extrait de [366]).
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d’ADN, car nous souhaitons limiter au maximum les interactions entre le polymere et les
parois des nanopores, qui pourraient parasiter I’expérience. De plus, la surface des mem-
branes est traitée au PVP (polyvinylpyrolidone), connu pour ses propriétés hydrophiles
et biocompatibles[369, 370].

Les caractéristiques principales de ces membranes sont résumées dans le tableau 1.1 :

Rayon des pores (nm) (-20%,+0%) 25 40 50 100
Densité de pores (pores/cm?) (£15%) || 6.10% | 4.10% | 4.10% | 3.10®
Epaisseur de la membrane (pm) (£10%) 6 6 6 10

TABLE 1.1 — Caractéristiques principales des membranes track-etched
utilisées dans notre étude (d’apres fabriquant).

Métallisation des membranes track-etched

Pour détecter la translocation des molécules d’ADN a travers les nanopores de la
membrane track-etched, nous avons déposé sur une face des membranes un film métallique
de taille nanométrique dans le but de générer un effet Zero-Mode Waveguide dans les
nanopores. Nous avons choisi d’employer de 'or en raison de sa biocompatibilité et sa
neutralité chimique.

Pour induire un effet Zero-Mode Waveguide et empécher I'onde incidente d’atteindre le
cOté opposé de la membrane, il suffit que I’épaisseur de la couche métallique soit supérieure
a 43 nm (pour des nanopores de 50 nm de diametre), comme montré précédemment dans
la section 1.1.1. Il n’est pas nécessaire d’avoir une couche métallique beaucoup plus épaisse
que cela, car I'onde incidente est completement atténuée au-dela de 43 nm et qu’une plus
grosse épaisseur risquerait de boucher, au moins partiellement les nanopores, réduisant
ainsi leur rayon, ce qui perturberait I'interprétation des résultats qui en découleraient.

La méthode la plus adaptée pour produire cette couche métallique est 1’évaporation
d’atomes d’or au sein d’'un évaporateur dédié a cette fonction (Fig.1.10). Pour cela, un
creuset contenant de 1’or est chauffé par un faisceau d’électrons accélérés a une tension de
plusieurs kV. Lorsque le creuset atteint la température d’ébullition de ’or, des atomes d’or
sont évaporés au sein de ’enceinte de 1’évaporateur en direction des membranes track-
etched, préalablement fixées sur un support faisant face au creuset au moyen d’anneaux
les maintenant a plat. L’évaporation s’effectue a une pression de 'ordre de 1076 Pa,
de maniere a limiter le risque de pollution de la couche métallique par des particules en
suspension dans I’air et pour diminuer le point d’ébullition du métal a évaporer. Les atomes
d’or se condensent alors sur les membranes et s’organisent en une couche nanométrique
grossissant & une vitesse de 0,1 nm/s. L’épaisseur de la couche est mesurée au moyen
d’une microbalance a quartz et I’évaporation est stoppée lorsque la couche atteint une
épaisseur de 50 nm (par déploiement d’un cache).

Cette méthode a été précédemment employée avec succes par T. Auger et coll.[299],
¢’est pourquoi nous 1’avons reprise pour notre étude.

L’évaporateur que nous avons utilisé est un modele EVA 300 Alliance Concept, se
trouvant dans la salle blanche de I'Institut des Nanotechnologies de Lyon (INL) et les
dépdts ont été effectués en collaboration avec Nicolas Terrier (assistant ingénieur a I'INL).
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FIGURE 1.10 — Schéma simplifié du fonctionnement d’un évaporateur. (Adapté de [371]).

Une fois les membranes track-etched métallisées, nous les stockons dans un dessicateur
jusqu’a leur utilisation.

1.2.2 Molécules dA’ADN

Le choix du substrat pour la translocation est un point essentiel pour la réussite du
mécanisme de ratchet de translocation. Le choix des molécules d’ADN est motivé par sa
robustesse, sa facilité de production, le controle de sa longueur au monomere pres et sa
charge négative. De plus, les propriétés mécaniques de la molécule d’ADN constituent
un vaste champ de recherche depuis sa découverte au siecle dernier. Aussi il s’agit d’une
molécule bien connue, méme si sa structure en fait une molécule complexe. En tant que
double hélice, ’ADN peut se trouver sous forme simple ou double brin; lorsque qu’elle
est simple brin, la molécule peut adopter spontanément des conformations présentant des
appariements de bases sur la méme chaine, créant ainsi des structures rigides en forme
d’épines appelées structures secondaires ou hairpin.

Ainsi, nous disposons de deux parametres pour le choix des molécules d’ADN a utiliser :
la longueur de la séquence et sa nature simple ou double brin. La liste ci-dessous récapitule
I’ensemble des molécules d’ADN que nous avons utilisées :

— ADN X (ThermoFisher Scientific™) : ADN linéaire double brin (48 502 bp) issu du
bactériophage lambda (infectieux pour la bactérie Escherichia coli, inoffensif pour
I'humain). L’ADN X dispose d’extrémités 5’ simples brins complémentaires sur une
longueur de 12 bp, ce qui lui permet une cyclisation spontancée.

— ADN )\/HindIIT (New England Biolabs) : ADN X digéré par 'enzyme de restriction
HindIII en 8 fragments de tailles comprises entre 125 bp et 23 130 bp. La moyenne
pondérée des fragments est de 14 300 bp; c’est cette valeur que I'on considere dans
cette étude lorsque PTADN A\ /HindIII est utilisé.

— ADN T4 GT7 (NIPPON GENE) : ADN linéaire double brin (166 kbp) issu du
bactériophage T4 GT7. Il s’agit de ’ADN de plus haut poids moléculaire utilisé
dans cette étude.
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— ADN ©X174 RF II (New England Biolabs) : ADN linéaire double brin (5 386 bp).
— ADN pNEB206A (New England Biolabs) : ADN linéaire double brin (2 706 bp).
— ADN pCLIP;-H2B (New England Biolabs) : ADN circulaire double brin (6 249 bp).
— ADN pKLAC2 (New England Biolabs) : ADN circulaire double brin (9 107 bp).

— échelle d’ADN (New England Biolabs) : ADNs linéaires double brins (100 bp jusqu’a
1 517 bp - moyenne a 710 bp).

Dans notre étude, nous considérerons la longueur de contour pour les molécules d’ADN.
Pour les molécules linéaires, la longueur de contour correspond simplement au nombre de
monomeres multiplié par leur taille; en revanche, pour les molécules circulaires, cette
longueur est a diviser par deux, pour rendre compte de la conformation linéaire. La
longueur de contour peut étre vue comme la longueur maximale que peut occuper la
molécule. Ce choix est justifié par le processus de translocation a ’étude ici; le régime
de confinement étant celui de de Gennes, les contraintes topologiques induites par la
conformation circulaire de la molécule d’ADN n’ont que peu d’influence sur la formation
des blobs, c’est pourquoi nous pouvons les inclure dans 1’étude au méme titre que les
molécules linéaires[372, 373, 374].

Concernant le solvant, nous avons employé un solvant TE classique pour les manipu-
lations d’ADN : ce solvant TE (Tris-EDTA) contient du tris a 10 mM, de 'EDTA a 1 mM
et du sel KCI dissout a 10 mM, le tout a un pH physiologique de 7,6 a 25°C. Le tris est
le nom abrégé du 2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol ; il s’agit d’'un tampon classi-
quement utilisé en biochimie pour des manipulations d’acides nucléiques (ADN ou ARN)
a des pH physiologiques; son pKa vaut 8,3 a 20°C[375]. L'EDTA ou éthylenediamineté-
traacétique est un acide utilisé en biochimie pour séquestrer les cations divalents (Mg?T,
Ca®"...) pouvant perturber la conformation des molécules d’ADN (en créant des liaisons
intramoléculaires par exemple) ou catalysant I'activité de nucléases (des enzymes digérant
les acides nucléiques)[376]. Enfin, les sels KCI sont utilisés pour diminuer la répulsion des
bases d’ADN entre elles et constituer un bon solvant pour ’ADN.

Pour observer la translocation des molécules d’ADN, nous les marquons en fluorescence
a l'aide d’un intercalant, le YOYO-1. Le YOYO-1 est un intercalant de ’ADN de la
famille des cyanines. Le YOYO-1 dispose d’un tres faible rendement quantique lorsqu’il
est libre en solution, mais il augmente de trois ordres de grandeur lorsque la molécule
s’intercale dans la double hélice de ’ADN[377, 378, 379]. Sa longueur d’onde d’adsorption
est a 491 nm pour une émission a 509 nm. L’ajout de YOYO-1 dans la double hélice de
I’ADN ne modifie pas sa longueur de persistance; en revanche, la longueur de contour
de ’ADN augmente d’environ 38% dans le cas ou la chaine est saturée en YOYO-1 (soit
un intercalant pour 4 bases d’ADN), ce qui donne une longueur d’environ 0,47 nm pour
une base en moyenne[380, 381, 382]. La constante de dissociation de ’équilibre entre le
YOYO-1 et TADN a été mesurée entre 700 pM et 12 nM, soit une enthalpie libre de
réaction d’environ 18-21 kgT'[380, 381].

Nous avons utilisé du YOYO-1 provenant de Molecular Probes, vendu en solution de
200 pL a 1 mM dans du DMSO. Afin d’obtenir une émission de fluorescence la plus forte
possible, nous avons saturé les molécules d’ADN en YOYO-1 ; au maximum, il est possible
d’intercaler une molécule de YOYO-1 pour 4 bases d’ADN, soit un taux de couverture
maximal de 25%]382].

Dans toute notre étude, nous donnerons les concentrations des especes polymériques
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en nombre de charges (négatives pour 'ADN, positives pour les polycations). Ce choix
est justifié par la nature du mécanisme d’intérét pour I’étude, a savoir le ratchet de trans-
location. On considére qu'une charge négative interagit avec une seule charge positive.
Avec cette définition, la longueur des polymeres n’est pas considérée, seule la densité de
charge du milieu est prise en compte. Il s’agit d’une approximation de champ moyen, que
I'on justifie par le fait que le mécanisme de ratchet est un mécanisme local (a la sortie des
nanopores) et que ce mécanisme reste inchangé si deux sites d’adsorption consécutifs sur
I’ADN sont liés a deux polymeres distincts au lieu d’un seul.

En revanche, la définition de la concentration en charges négative de I’ADN est plus
complexe. En effet, le mécanisme de ratchet de translocation étant un mécanisme local,
son effet ne doit pas dépendre de la concentration en ADN en amont du nanopore car les
polycations n’ont acces qu’a ’ADN situé du coté trans de la membrane. Pour cette raison,
nous considérerons que la concentration en charges négatives pour I’ADN pertinente pour
notre étude correspond a la densité de charges négatives au sein d’une pelote d’ADN
formée a la sortie du nanopore. Nous considérons la conformation de cette pelote comme
celle a I’équilibre, en supposant que sa conformation hors-équilibre est proche de celle a
I’équilibre, soit une sphere dont le rayon est donnée par le modele Worm Like Chain comme
Ry~ +/LgL., ou Lx =100nm et L, = N X a, avec N le nombre de bases d’ADN et a leur
longueur. Dans le cas de ’ADN A, on compte 48 502 bp, soit 96 980 charges négatives (deux
charges négatives par base, venant des groupements phosphates du squelette carboné; et
en prenant en compte les bases simple brin situées aux extrémités), que nous arrondissons
a 97 000 pour des raisons de commodités. A partir de ces considérations, nous pouvons
estimer une densité de charges négatives d’environ 10 M pour 'ADN a la sortie des
nanopores (en prenant en compte 1’élongation de la longueur de contour due aux molécules
de YOYO-1 intercalées dans le double hélice). Dans toute la suite de cette étude, c’est cette
valeur que nous considérerons pour la concentration de ’ADN a la sortie des nanopores
(Fig.1.12).

1.2.3 Polycations

Pour assurer le mécanisme de ratchet de translocation, nous utilisons des polycations
a la sortie des nanopores (coté trans de la membrane). Les polycations choisis pour cette
étude sont les suivants (Fig.1.11) :

— Polyéthyléneimine (PEI) : M.n. 60,000 g/mol (ACROS Organics™).
— Poly-L-lysine (PLL) : M.w. 150,000-300,000 g/mol (Sigma-Aldrich).
— Poly-L-ornithine (PLO) : M.w. 147,000 g/mol (Sigma-Aldrich).

— Poly-L-arginine (PLR) : M.w. 146,000 g/mol (Sigma-Aldrich).

— Spermidine (SPD) : 145,25 g/mol (Sigma-Aldrich).

Comme dit précédemment, nous ferons I’hypotheése d’une concentration en charges po-
sitives homogene dans la solution co6té trans de la membrane. Cette hypothese est valide
lorsque la concentration en polycations est telle qu'on compte, en moyenne, plus d'une
charge négative dans le volume occupé par la pelote d’ADN;, ce qui donne environ 100 pM.
Lors de nos expérience, nous utilisons généralement des concentrations de polycations en
charges positives de I'ordre du micromolaire, ce qui nous place bien au-dessus de cette
concentration critique. Avec ces concentrations, nous avons statistiquement au moins une
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FIGURE 1.11 — Polycations utilisés dans notre étude : (PEI) polyéthyléneimine; (PLL)
poly-L-lysine ; (PLO) poly-L-ornithine ; (PLR) poly-L-arginine ; (SPD) spermidine.
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F1GURE 1.12 — Tailles et concentrations caractéristiques de notre dispositif expérimental.
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charge positive des polycations (via leurs groupements amines protonés) en relation avec
une charge négative de I’ADN. De plus, ce ratio vaut lorsque ’ADN a terminé sa trans-
location et que toutes ses charges négatives sont situées du c6té trans de la membrane ; il
y a donc nettement plus de charges positives que de charges négatives durant la translo-
cation. Ainsi, nous pourrons nous placer dans 'hypotheése d’'une disponibilité immédiate
des agents de ratchet pour le substrat en translocation, ce qui favorise le mécanisme de
ratchet de translocation (Fig.1.12).

1.2.4 Fabrication des bouchons pour la translocation

Pour réaliser les expériences de translocation de molécules d’ADN, nous lavons d’abord
les membranes métallisées dans une solution de HCI a 0,1 M pendant une heure; cette
étape a pour but d’éliminer les impuretés qui auraient pu polluer les nanopores durant
leur stockage. Au bout d’une heure, la membrane est rincée a I’eau millipore, puis elle est
séchée sur tissus absorbant avant d’étre découpée en pastilles de 3 mm de diametre. Ces
pastilles sont alors collées sur des bouchons Nanion percés en leur centre par un trou de
2 mm de diametre. Les bouchons Nanion sont des bouchons en plastique a visser dotés
d’une face en verre pré-percée d’un trou de 0.1 mm. C’est ce trou que nous agrandissons
a 2 mm pour nos expériences. Ces bouchons ont des avantages pour des applications en
microscopie : il est facile de les coupler a des systemes microfluidiques en raison de leur
pas de vissage et leur surface de verre permet une observation en microscopie du volume
interne au bouchon sans introduction d’aberrations optiques.

Pour coller les pastilles de membranes sur les bouchons, nous utilisons une colle silicone
Silcomet JS 533 Rouge Loctite, bio-compatible et ne relarguant pas d’especes chimiques
en solution. Nous veillons spécialement a coller la pastille de maniere plate, en évitant
de la faire gondoler, ce qui poserait des soucis de mise au point lors de I'observation au
microscope.

Les bouchons sont ensuite stockés dans un dessicateur au moins une nuit pour laisser
la colle durcir. Ils peuvent étre conservés de cette facon sur une durée de plusieurs mois
sans subir d’altération de la membrane.

1.2.5 Montage expérimental pour la microscopie ZMW

Pour réaliser I'observation de la translocation des molécules d’ADN a travers les na-
nopores, nous avons utilisé un microscope a épifluorescence (Zeiss Axiovert 200) avec
un objectif & eau x63 Zeiss (modele C-Apochromat" 63x/1,20 W Korr M27) doté d’une
correction chromatique essentielle pour des applications en microscopie a fluorescence.
Le choix de ce grossissement permet d’obtenir un champ d’observation sur la membrane
nanoporeuse de 125x125 ym? (mesuré au moyen d’une régle micrométrique Thorlabs mo-
dele R1L3S2P) ; pour une densité de nanopores entre 3.10% et 6.10% nanopores par cm?
(suivant les tailles de nanopores utilisées), on peut estimer une observation simultanée de
50 000 a 100 000 nanopores en parallele au sein du champ d’observation avec notre équi-
pement. Cette statistique élevée permet une grande sensibilité sur la mesure de fréquence
de translocation moyenne des molécules d’ADN a travers les nanopores, qui constituent
des événements rares; cette mesure nécessite un traitement statistique, dans notre cas
un grand nombre de nanopores en parallele, qui se présenterait tres cotiteux en terme de
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durée si I'expérience était réalisée sur un nanopore unique (en moyenne, la fréquence de
translocation est d’environ 10™* s7!, d’aprés nos mesures).

Le bouchon est rempli de 100 uM d’une solution d’ADN marqué au YOYO-1 a la
concentration de travail désirée, puis il est déposé face a l'objectif dans une chambre
formée d’un anneau de téflon sur lequel est collé une lamelle circulaire de verre de 0,17 mm
d’épaisseur, qu’on appellera chambre inférieure et servant comme réservoir coté trans de la
membrane ; cette chambre inférieure est elle-méme déposée sur la platine du microscope,
controlée par une interface Micromanager, elle sert a faire le contact optique entre 1’objectif
et ’échantillon (Fig.1.14). Le bouchon est connecté & la sortie d’un contréleur de pression
MFCS-Flex de la marque Fluigent, disposant de 4 sorties de pression dont trois allant de 0
a 1 bar (1 mbar de précision) et une de 0 & 69 mbar (0,1 mbar de précision). Ce contrdleur
de pression permet d’imposer une pression en entrée des nanopores, la sortie étant libre
(Fig.1.13). Le choix de contrdler la pression a la place du flux & travers les nanopores
est nécessaire pour conserver un écoulement constant malgré le bouchage accidentel de
nanopores durant la translocation (suite a un collage d’une espéce en solution a l'intérieur
du nanopore).

Pression (20-100 mbar)

Membrane nanoporeuse
en polycarbonate ADN/YOYO-1
ll!!lllllllllll*s um
50 nm
stallisati 4,9 nM
1Meta|llsat|on ' bouchon chambre
supérieure
1) HCl0.1 M - 1h
Sonm*llllllllllllllll —l —
ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ 2) collage sur bouchon Mise en place
évaporation d’atomes d’or du'bouchon
+
@ @ @ ajout polycation @ @ @
_® W B %
R

A TTTTTTTTTTTT ) 4 Whannn S unnnd TP [ chambre

inférieure
olycations %‘

colle

I I Iaser 473 nm

FIGURE 1.13 — Méthode de préparation des échantillons et des bouchons.

coll

Pour la fluorescence, nous avons utilisé deux sources lumineuses distinctes, pour deux
usages différents :

— une lampe de fluorescence a 488 nm (modele Uvico Optoelectronics GmbH), couplée
au microscope par fibre optique. Cette lampe de fluorescence permet une visualisa-
tion de la rugosité de la membrane par simple réflexion, ce qui facilite la mise au
point de 'objectif sur la surface de la membrane et, ainsi, la détection des molécules
d’ADN en sortie de nanopores. Cette lampe n’est cependant pas utilisée pour la
visualisation des molécules d’ADN en raison du bruit lumineux qu’elle génere par
réflexion sur la surface métallique.

— un laser continu a 473 nm (modele Cobolt Blues 50) couplé au microscope par une
série de lentilles et miroirs assurant le parallélisme du faisceau et son élargissement ;
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ce laser est utilisé pour la visualisation des molécules d’ADN en sortie des nano-
pores apres mise au point de 'objectif grace a la lampe de fluorescence. Il dispose
d’une puissance de 0,05 W, ce qui en fait un laser adapté pour des applications en
microscopie de fluorescence sur des biomolécules.

L’acquisition s’effectue au moyen d'une caméra EMCCD (Electron Multiplying Charge
Coupled Device) modele Ixon+ de la marque Andor. Cette caméra dispose d’une résolu-
tion de 512x512 pixels (32 bits) et une fréquence maximale de rafraichissement de 60 Hz.
Afin d’assurer la stabilité de I'image, la caméra est refroidie a -60°C lors des acquisitions.

Ce dispositif expérimental, précédemment développé au sein de 1’équipe, nous a servi
de base pour étudier notre ratchet de translocation nanométrique. Pour cela, nous avons
ajouté a la sortie des nanopores (coté trans) des polycations agissant comme des agents de
ratchet (Fig.1.14). Ce dispositif est permis car le for¢age employé pour la translocation est
un forgage hydrodynamique, donc indépendant de la charge des especes en translocation.
Dans la plupart des études expérimentales sur la translocation de molécules d’ADN, le
forgage est électrostatique, avec le pole positif du cdté trans de la membrane (donnant ainsi
le sens de translocation pour les molécules d’ADN). Or, dans notre dispositif, on trouve
des polycations c6té trans; si nous appliquions un champ électrique comme forgage, les
polycations migreraient vers le coté cis de la membrane, rendant caduque le mécanisme
de ratchet de translocation. Pour cette raison, il est essentiel de procéder sous forcage
hydrodynamique.

e g
Pression

or >
A TRANS Fluorescence #

agent
de ratchet

473 nm
lllumination

FIGURE 1.14 — Schéma du dispositif expérimental pour le ratchet de translocation observé
par microscopie Zero-Mode Waveguide. (Adapté de [299)]).
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FI1GURE 1.15 — Image typique de microscopie a effet Zero-Mode Waveguide pour des
nanopores de 50 nm. Les points lumineux visibles correspondent a des molécules d’ADN
A marquées au YOYO-1 en cours de translocation. Le fond de I'image a d’abord été corrigé
selon la méthode décrite dans la section 1.2.6.
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1.2.6 Analyse des données

Notre dispositif expérimental nous permet de réaliser des vidéos de la translocation des
molécules d’ADN a travers les nanopores, en visualisant les flashs lumineux émis par les
molécules d’ADN marquées en fluorescence par le YOYO-1 lorsqu’elles traversent la zone
d’illumination dans la couche d’or (Fig.1.16) . Ces flashs ont une durée moyenne allant de
quelques centaines de millisecondes a quelques secondes, selon la pression hydrodynamique
appliquée.

A

norm

1,85 E

300 ms entre chaque image framerate : 33 Hz

FIGURE 1.16 — A) Profil moyen d’intensité normalisée des flashs lumineux au cours du
temps. (insert) Détail de la courbe au niveau du maximum d’intensité. B) Schéma des
principales étapes de la translocation. C) Evolution temporelle d’'un flash lumineux au
cours du temps par microscopie ZMW. Les chiffres correspondent aux étapes décrites en
B.

Traitement des images

Le traitement des données débute avec un traitement d’images des vidéos réalisées avec
l’aide du logiciel ImageJ. Pour faciliter la détection des flashs lumineux, nous soustrayons
tout d’abord le fond de I'image a chaque frame de la vidéo. Le fond de I'image est obtenu
en calculant la moyenne < I(z,y) > de l'intensité pour chaque pixel (x,y) au cours du
temps. On obtient l'image sans le fond en retranchant a chaque pixel (x,y,t) sa valeur

1. Jinvite le lecteur intéressé & aller voir un exemple de vidéo de translocation d’ADN ) disponible
sur Youtube & P’adresse suivante : https://www.youtube.com/watch?v=t08mv4eWZ4E. Pour les lecteurs
les plus motivés, je vous invite & compter le nombre de flashs lumineux et a le poster en commentaire de
la vidéo!
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I(x,y) correspondante, soit :

1 Y ,
[(%,y,t)F[(l’,y,t)-NZI(iC,y,Z), (17)
=1

ou N représente le nombre de frames de la vidéo, généralement 250.

Cette étape permet de supprimer le bruit de fond de la vidéo, provenant par exemple du
collage sur la membrane d’une molécule d’ADN fluorescente ou les défauts de la membrane,
mais également d’égaliser les inhomogénéités spatiales de fluorescence dues a une légere
non-planéité de la membrane par rapport a 'objectif. Cette non-planéité peut provenir
d’un défaut lors du collage de la membrane sur le bouchon ou de la pression exercée par
le controleur de pression sur la membrane, qui courbe la membrane.

Apres la soustraction du bruit de fond, le contraste de la vidéo est ajusté grace a la
commande Adjust Contrast d’imagelJ.

Comptage des événements de translocation

Une fois ce traitement d’image réalisé, le nombre de flashs lumineux est compté a la
main pour chaque vidéo et constitue I'observable principale de notre étude?. Le choix
d’un comptage manuel du nombre de flashs lumineux repose sur la complexité des événe-
ments a détecter. En effet, ’événement a mesurer est un objet dynamique a la fois dans
I’espace et dans le temps : 'espace car la molécule d’ADN est soumise a des fluctuations
lorsqu’elle s’éloigne du pore et le temps car sa fluorescence est activée lorsqu’elle traverse
la zone d’illumination de l'effet Zero-Mode Waveguide et est rapidement photo-blanchie
(quelques secondes en moyenne) par I'intensité lumineuse du laser c6té trans de la mem-
brane. L’oeil humain est tres efficace pour déceler des variations, méme subtiles, dans son
environnement et peut suivre la trajectoire d’'un point lumineux dans ’espace et le temps
méme si celle-ci fluctue en intensité ; 'oeil interprete les variations successives comme des
fluctuations d’un méme objet. Pour un programme d’analyse, cette détection est nette-
ment plus pathologique, car I'objet de détection est mal-défini, que ce soit son intensité,
des déplacements ou sa durée. Il est donc difficile de lui spécifier des criteres précis pour
réaliser cette détection, car le programme ne disposera d’aucune flexibilité dans sa détec-
tion lui permettant de gérer les cas limites (flash peu intense, doublons, flash apparaissant
dans le sillage d'un flash précédent...), ce que l'oeil humain fait naturellement. Pour ces
raisons et malgré I'évident labeur que représente un tel traitement, I’analyse des vidéos a
la main a été privilégiée pour notre étude.

Analyse des résultats

Enfin, pour I'analyse des résultats de comptage, nous avons utilisé Matlab a cette fin,
en développant nos propres scripts d’analyse et en se servant des outils intégrés tels que
I'outil Curve Fitting Tool.

2. Au total, cela représente environ 4,5 millions de flashs lumineux comptés a la main depuis le début
de ma these... ("Vous voyez ce que ¢a fait déja un million, Larmina ?")
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Chapitre

Microscale Thermophoresis

2.1 Généralités sur la thermophorese

Considérons un soluté a une concentration C dans un solvant a une température Ty a
I'équilibre. On applique localement un chauffage (au moyen d’un laser IR par exemple)
de maniére a chauffer un volume du solvant a une température Ty + AT. Sous l'effet du
gradient de température généré par ce chauffage local, la concentration du soluté s’organise
spatialement en réponse a cette perturbation selon la loi de Fick :

J = —DVC — DyCVT, (2.1)

ou J est le courant de particule du soluté, D son coefficient de diffusion, D7 son coefficient
de diffusion thermique et T la température.

A Tétat stationnaire, le courant de particule J s’annule. On peut alors exprimer la
concentration dans la zone chauffée Cr par rapport a la concentration Cy loin de cette
zone, a la température d’équilibre Tj, de la maniere suivante :

CT = Coe_STAT, (22)

ou St = Dp/D est appelé coefficient de Soret (de dimension inverse & celle d’une tempé-
rature).

On constate que le signe du coefficient de Soret définit le sens du transport de soluté
en réponse au gradient de température :

— Si St > 0, alors le soluté est transporté hors de la zone chauffée.
— Si St < 0, alors le soluté est transporté vers la zone chauffée.

Il est généralement admis que la thermophorese est un processus hors-équilibre local,
en raison du forcage thermique a l'origine de cet effet. Cependant, il a été montré qu’on
peut considérer un état de quasi-équilibre thermodynamique pour les concentrations en
soluté lorsque le gradient de température est inférieur a (Sra)™!, ot a est le rayon hydro-
dynamique de la particule de soluté[383, 384]. Le raisonnement qui suit est tiré de 1’étude
de S. Duhr and D. Braun|[384], ou les auteurs dérivent une expression analytique pour le
coefficient de Soret en fonction de la température et des parametres physico-chimiques de
la particule de soluté (charge surfacique, taille, longueur de Debye, solvatation...).
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FIGURE 2.1 — Principe de la thermophorese.

Dans cette approche, on peut considérer que le rapport des concentrations Cr/Cj
s’exprime d’apres le facteur de Boltzmann exp(—AG/kgT), ou AG est I'enthalpie libre
de la transformation. A partir de cette relation, on dérive I’expression suivante entre une
variation infinitésimale de concentration dC et sa variation d’enthalpie libre associée 0G :

iC 4G

5 = "t (2.3)

En reprenant 1’équation (2.2), on établit une relation semblable entre la concentration
C et le coefficient de Soret :

oC
— = —S7p6T. 2.4
C T (2.4)
On peut alors exprimer le coefficient de Soret en fonction de ’enthalpie libre tel que :
1 0G
Sr=——. 2.5
7 kT oT (2:5)

Pour une particule seule et en considérant la transformation comme étant isobare, on
peut exprimer le coefficient de Soret comme linéairement relié a I’entropie S de la particule
dans son solvant : g

CkgT’

Ainsi, dans le cadre d’une approximation de quasi-équilibre thermodynamique (soit un
gradient de température modéré), la mesure du coefficient de Soret est une mesure directe

Sy = (2.6)
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de l'entropie de la particule dans son solvant. Nous avons vu grace a la relation (2.2) que
cette mesure est réalisable a travers la mesure de la concentration locale en soluté dans
la zone chauffée.

L’entropie de la particule est dominée par deux composantes principales, qui sont
I’entropie d’écrantage de la particule par les ions du solvant S;,.;.. et I'entropie liée a
I'hydratation de la particule par les molécules du solvant Sj,q. La contribution entropique
liée au mouvement brownien est considérée négligeable au regard de sa faible valeur : avec
G = kgT, la contribution du mouvement brownien au coefficient de Soret évolue comme
1/T, soit environ 0.0034/K a température ambiante.

En détaillant la contribution ionique du coefficient de Soret comme 1’énergie électro-
statique stockée dans un condensateur sphérique formé par la particule et séparée du
milieu extérieur par sa couche d’ions, S. Duhr and D. Braun[384] ont proposé 'expression
suivante pour le coefficient de Soret :

A 602
St = [ <—Shyd + eeoff X AD) ; (2.7)

ou A est la surface de la particule, sp,q la contribution de I'hydratation de la particule
a I'entropie par unité de surface, o.s¢ la densité de charge surfacique, €€y la permittivité
totale du milieu et § =1 — (7'/€)0¢/0T un facteur adimensionné.

Avec la définition (2.7), on constate que le coefficient de Soret évolue linéairement avec
la surface de la particule. De méme, selon la température, le signe du coefficient de Soret
peut s’inverser , ce qui change le sens de migration de la particule le long du gradient de
température.

Les auteurs ont confirmé la validité de leur formule sur plusieurs ordres de grandeur et
sans parametres ajustables au moyen d’une expérience de thermophorese impliquant des
micro-billes de polystyrene et des molécules d’ADN (Fig.2.2). En particulier, ’expression
explicite du coefficient de Soret avec la température permet une meilleure compréhension
du comportement d’une molécule d’ADN soumise a un gradient de température, ou la
molécule migre vers le point chaud a basse température (3°C, Sp < 0) et s’en éloigne a
température ambiante (20°C, Sr > 0).

Les observations de S. Duhr and D. Braun[384] ont par la suite été confirmées sur
des molécules d’ADN simple brin allant de 5 a 50 bases de longueur[385]. Maeda et
coll.[386] ont observé que la présence de PEG10k de haut poids moléculaire en solution
avec des molécules ’ADN T4 double brin ou des molécules d’ARN formant des structures
secondaires inverse le signe du coefficient de Soret, ce qui conduit & une migration des
molécules d’ADN ou d’ARN vers la zone chauffée. Les auteurs attribuent ce comportement
a une pression osmotique exercée par les molécules de PEG venant compenser le gradient
thermique. Ce résultat a également été observé par Reichl et coll.[387] dans des conditions
expérimentales similaires. Les auteurs ont montré que ce comportement peut étre décrit
par le modele du condensateur pour I'expression de la composante ionique de 1’entropie
de la particule en considérant 'effet Soret simultanément pour les molécules d’ADN et
pour les molécules de PEG, les deux étant sensibles au gradient thermique.
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FIGURE 2.2 — Expérience de Duhr et Braun - A) Images de microscopie de fluorescence
d’une solution de molécules d’ADN (1 kb) marquées en fluorescence au TOTO-1 ou ni-
veau d’'une zone chauffée par laser IR (AT = 2 K) formant les lettres "DNA" pour un
milieu thermalisé¢ & 3°C (gauche) et 20°C (droite). B) Coefficient de Soret expérimental
en fonction de la longueur des molécules d’ADN. C) Coefficient de Soret en fonction du
diametre de microbilles de polystyrene. (Extraits de [384]).
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2.2 Microscale Thermophoresis

La technique expérimentale de la microscale thermophoresis (MST) consiste a exploiter
la définition entropique du coefficient de Soret pour mesurer la constante de dissociation
entre une espece en solution et un ligand. Nous avons vu dans 1'équation (2.6) que le
coefficient de Soret est lié a I'entropie de ’espece en solution. Or, une liaison de cette
espece avec un ligand modifie 'entropie de la particule, ce qui conduit a un coefficient
de Soret différent. Ainsi, en mesurant la réponse du systeme a un gradient thermique en
fonction de la concentration en ligand, il est possible d’estimer la constante de dissociation
de I’équilibre d’association entre I’espéce et son ligand.

Nous avons vu au début de ce chapitre dans la relation (2.2) que la concentration du
soluté dans la zone chauffée s’exprime selon sa concentration a I’équilibre en absence de
forcage thermique et du coefficient de Soret associé a I’espece chimique. A partir de cela,
il est possible de mesurer le coefficient de Soret en mesurant la concentration de I’'espéece
au niveau de la zone chauffée.

C’est cette technique qu’exploite la technologie Monolith (Nanotemper) et que nous
avons utilisée pour mesurer des constantes de dissociation entre des molécules d’ADN et
des polycations. Nous détaillerons donc son principe général dans la suite de cette section.

Le principe a la base de cette technologie est le suivant : en marquant en fluorescence
I’espece chimique dont on cherche a mesurer la constante de dissociation avec un ligand
donné, on peut estimer sa concentration localement a travers l'intensité de fluorescence
émise au niveau de la zone d’illumination du laser. Dans ce schéma, on néglige les inter-
actions des fluorophores entre eux et l'intensité de fluorescence totale est prise comme la
somme des intensités des fluorophores individuels.

Comme dit précédemment, les coefficients de Soret pour 'espece seule et cette espece
liée a un ligand ne sont pas les mémes. Par conséquent, la concentration de l'espece
dans la zone chauffée est différente selon la quantité de ligands présents en solutions. En
transposant ces concentrations en intensité de fluorescence, 'intensité totale au niveau
de la zone chauffée est comprise entre deux valeurs limites : une premiere correspondant
a une solution de l’espece cible seule et une seconde avec le ligand saturant le milieu
(et donc toutes les especes chimiques liées a un ligand). La constante de dissociation est
alors obtenue comme la concentration en ligand pour laquelle I'intensité de fluorescence
de la zone chauffée est égale a la valeur médiane entre les deux intensités limites décrites
précédemment.

Plus formellement, on peut décrire l'intensité de fluorescence I;, de la zone chauffée
comme la somme de l'intensité I, émise par ’espece cible A seule en solution et celle
émise par 'espece A liée a un ligand L, pondérées par leurs concentrations respectives :

Ca Car
Ly = 14 X Ca + I X Cao’ (2.8)
avec la concentration initiale C'y o de I'espece A avant association avec le ligand.

On a la relation de conservation Cyy = C4 + Car, ce qui permet d’introduire la
fraction molaire x de I'espece A liée telle que x = C41,/Cap, d’olt 'équation :

[tot = [A X (1 — $) + IALx. (29)

La constante de dissociation de I’équilibre d’association entre 1’espece A et le ligand
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L s’exprime de la maniere suivante :

_CAXCL

K
T O

(2.10)

Avec O la concentration initiale en ligand telle que Cr o = Cp + Cap et a partir
de la définition de la constante de dissociation (2.10), on peut facilement exprimer la
concentration en especes A liées a partir des constantes du probleme :

1 1/2
Car = 3 ((C’A,O +Cro+ Ky) — ((CA,o +Cro+Ky)® — 4CA,0CL,0) ) ; (2.11)

soit la fraction molaire associée :

. <1+M>_ <<1+<CL70+K‘1)>24CL7°)1/2 . (2.12)

2 Cao Cay Cayo

En injectant 'expression de la fraction molaire (2.12) dans I'expression de l'intensité
(2.9), on obtient I'expression de l'intensité totale de la zone chauffée en fonction de la
concentration initiale en ligand, avec la constante de dissociation K; comme parametre
ajustable. A partir de cette relation simple, en mesurant I'intensité de fluorescence de la
zone chauffée pour une échelle de concentrations en ligand, il est possible de déterminer
la constante de dissociation de 1’équilibre.

Pour réaliser ces mesures, nous avons utilisé 'outil de MST Monolith NT.115, dé-
veloppé par Nanotemper. Cet outil combine un laser IR (1475 nm pour une puissance
allant jusqu’a 120 mW), utilisé pour imposer le gradient thermique (2-6 K), une LED
pour I'excitation fluorescente (dans nos expériences, il s’agit d'une LED bleue d’émission
comprise entre 480 nm et 500 nm) et une photodiode servant a la mesure de l'intensité de
fluorescence de la zone chauffée. Avec cet outil, il est possible de mesurer des constantes
de dissociation allant de 1 nM a 500 mM, pour des especes d'une taille comprise entre
40 Da a plus de 1 MDa (d’apres le fabriquant). Les solutions contenant 1’espece cible et
le ligand a concentrations variables sont introduites par capillarité dans des capillaires en
verre MO-K002 (Nanotemper), de 5 cm de long pour un rayon interne de 250 pm, ce qui
équivaut a un volume de remplissage de 10 pL environ. Il est possible d’insérer jusqu’a 16
capillaires différents lors d’'une méme expérience. Le laser IR chauffe le milieu du capillaire
sur un volume de 2 nLL avec un diametre de 100 pm.

Lors d’'une mesure, on mesure d’abord 'homogénéité de la fluorescence entre les dif-
férents capillaires ainsi que la valeur de leur intensité (qui doit étre au-dessus du seuil
de détection et en-dessous du seuil de saturation de la photodiode). Il est possible de
modifier I'intensité de fluorescence en changeant le taux de couverture du fluorophore ou
en diluant I'espece cible. Il arrive que la fluorescence ne soit pas homogene pour tous les
capillaires ; cela peut provenir d’'une mauvaise préparation de la solution dans un ou plu-
sieurs capillaires ou d’un effet de quenching (réduction de la fluorescence) du fluorophore
par le ligand apres liaison de celui-ci avec l'espece cible. Ce deuxieme cas fera 1'objet
d’une discussion détaillée dans la section 1.4.1, en raison de la possibilité de se servir du
quenching comme d’'un marqueur de I'association entre ’espece cible et le ligand.

Apres cette vérification, le laser IR chauffe successivement tous les capillaires pour
initier le processus de thermophorese et I'intensité de fluorescence émise est enregistrée
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au cours du temps, quelques secondes avant le chauffage du laser IR jusqu’a quelques
secondes apres son arrét. Les courbes obtenues (qu’on appellera traces MST) sont ensuite
exportés en format Matlab pour étre analysées a I'aide d’un script développé au sein de
I’équipe.

excitation chauffage IR

A ko“ 480-500 nm 1475 nm B
o @ 650 - -
\ (0)

€ . ¢ _600f
. L /) objectif =]

' Tk, 25501
“a / -B‘
o \1 capillaires B

«DNA s \YO/ f]:.) 5001
«ligand © : c

4k diffusion
\1// thermophorétique 450 r

OIRoff 5 10 Ron 15 20 25IRoff
Time (s)

( direction de scan

FIGURE 2.3 — Technique de la microscale thermophoresis (MST) - A) Schéma de principe
du fonctionnement de la MST. B) Trace de MST typique, représentant l'intensité de
fluorescence émise en fonction du temps.

L’ensemble de l'expérience sur 'outil Monolith NT.115 est opéré grace au logiciel
propriétaire NT Control (Nanotemper). Ces mesures ont été réalisées en collaboration avec
Céline Fréton (ingénieur d’études, CNRS, Institut de Biologie et Chimie des Protéines -
MMSB).

2.3 Comparaison de la MST avec les autres tech-
niques de mesure de K

Dans cette section, nous comparons les avantages et inconvénients de la MST comparée
aux principales autres méthodes pour la mesure d’une constante de dissociation. Plus
précisément, nous considérerons les techniques suivantes :

— Isothermal Titration Calorimetry (ITC) : le principe de I'I'TC repose sur la mesure de
la chaleur échangée lors de ’association entre une espeéce et un ligand, qui correspond
a 'enthalpie de la réaction. Cette mesure s’effectue par I'intermédiaire de la chaleur
échangée avec le milieu pour le maintenir a température constante entre la cellule
de réaction et une cellule de référence.

— Biolayer Interferometry (BLI) : la BLI consiste a observer en temps réel la modi-
fication d’une figure d’interférence projetée sur une fibre optique dont la surface
au dioptre est recourverte de ’espece cible. Des ligands sont présents en solution
a une concentration donnée et leur association avec l’espece cible modifie la figure
d’interférence, ce qui permet un suivi en temps réel de la dynamique d’association
du ligand avec I'espece cible.

— Surface Plasmon Resonance (SPR) : la SPR repose sur la mesure du pic de résonance
d’un plasmon de surface dans un film nanométrique d’un métal donné (typiquement
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de 'or) ; des molécules de 'espéce cible sont adsorbées sur ce film métallique et leur
association avec un ligand modifie la fréquence de résonance du plasmon de surface,
ce qui permet de suivre la dynamique d’association entre les deux especes en temps

réel.

Le tableau 2.1 présente une comparaison des avantages et inconvénients de ces diffé-
rentes méthodes :

Technique | Avantages Inconvénients
— Mesure du Kg;
— nM-mM;
— Mesure en milieux complexes (sé-
rum, lyses cellulaires...) ;
. , . kon et kopr non-mesurables ;
— Immobilisation de la molécule cible .
non-nécessaire ; Nectessqte d utn H}Earguaged fluores-
MST . L . cent, pouvant entrainer des pro-
— FalbleLV(?lume de réactifs requis (~ blémes de quenching ou de spécifi-
200 pL); cité de l'interaction entre le fluoro-
— Large gamme de poids moléculaire phore et le ligand.
pour le complexe formé (ions jus-
qu’au MDa) ;
— Mise en oeuvre simple et rapide (en-
viron 20 min).
Eon €t kofy non-mesurables ;
— Mesure du Ky, AH, AS et n Nécessite un volume de solution im
(nombre de ligands) ; CCESSILE UL vOIuIne de SoUtio .
portant pour obtenir un dégagement
— nM-pM; de chaleur suffisant pour étre me-
ITC — Immobilisation de la molécule cible suré (~ 500 pL); les liaisons non-
non-nécessaire ; covalentes dégagent également une
— Pas de modifications de la molécule gggtlsgfeplus faible et donc moins dé-
cible & réaliser (pas de marquage re- ’
quis...). Durée de mesure longue (~ 2h), car
les mesures s’effectuent a I’équilibre.
— Mesure du Kg, kon, €t Kofy;
— nM-mM;
— Mesure en temps réel; Immobilisation de la molécule cible
BLI — Faible volume de solution nécessaire nécessaire ;
(100-200 pL) ; Moins sensible que la SPR.
— Pas de modifications de la molécule
cible & réaliser (pas de marquage re-
quis...).
— Mesure du Ky, ko, et kofy;
— nM-mM ; Immobilisation de la molécule cible
— Mesure en temps réel ; necessaire ;
SPR Volume de solution requis important

Grande précision des mesures;

Pas de modifications de la molécule
cible a réaliser (pas de marquage re-

quis...).

(~ 500 L)
Nécessite un opérateur expérimenté.

TABLE 2.1 — Comparaison des principales méthodes de mesures de K,
(d’apres [388, 389]).

Pour nos expériences, nous avons choisi d’employer la technique de la MST car les
molécules d’ADN que nous utilisons durant nos expériences de translocation sont déja
marquées en fluorescence. De plus, les mesures de MST sont faciles a réaliser, rapides et
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peu coliteuses en matériel. Il n’y a pas de contraintes sur le solvant utilisé et il n’est pas
nécessaire d’immobiliser les molécules d’ADN, nous pouvons donc réaliser des mesures
dans les mémes conditions que celles lors des expériences de translocation. Nous verrons
également dans la section 1.4.1 qu'un effet de quenching de la fluorescence des molécules
d’ADN induit par la liaison avec un polycation permet une mesure précise de la constante
de dissociation Ky ; cette seconde mesure s’effectue a partir des mesures de traces MST,
au niveau de l'intensité de fluorescence initiale, ce qui permet une double mesure de la
constante de dissociation a partir d’une seule et méme mesure.
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Chapitre

Translocation d’ADN par mécanisme de
ratchet de translocation

1.1 Preuve de principe du ratchet de translocation

Pour réaliser le mécanisme de ratchet de translocation dans notre systéme expéri-
mental, nous avons d’abord choisi d’utiliser un polycation de fort poids moléculaire, le
polyéthyléneimine (PEI, M.n. 60 000, ACROS Organics™). Ce polycation est connu pour
disposer d'une forte affinité pour les molécules d’ADN, il se fixe a la chaine carbonée par
interaction électrostatique avec les groupements phosphates des bases (2 phosphates par
base d’ADN) ; le PEI connait de nombreuses applications en biologie, en particulier pour
la transfection de genes, le polycation servant de vecteur pour le transport du matériel
génétique tout en disposant d’une toxicité limitée pour la cellule. Le monomere consti-
tutif du PEI est composé d'un groupement amine (secondaire dans le cas d’un polymere
linéaire ; dans le cas d’un polymere ramifié, comme c’est le cas pour le PEI utilisé ici,
on peut trouver des amines primaires, secondaires ou tertiaires) relié a deux atomes de
carbone aliphatiques (M.w. 43,07 g/mol) ; ce groupement amine est nucléophile, ce qui le
rend facilement protonable a pH physiologique. Suivant la force ionique de la solution et
la taille et ramification du polymere, le pKa du PEI est variable et il a été précédemment
mesuré que le taux de protonation du polymere a pH physiologique est de 44% [390].

Pour rendre compte des concentrations de polycation utilisées dans cette étude, nous
avons choisi de considérer le ratio entre les charges positives des polycations et les charges
négatives du squelette carboné des molécules d’ADN. Ce parametre est alors indépendant
de la longueur du polycation considéré et permet des comparaisons entre mesures réalisées
avec des polycations de natures et tailles différentes. Ce choix est justifié par la nature
électrostatique de l'interaction entre les groupements amines et phosphates et prend son
sens dans le cadre d’une approche en champ moyen, comme nous le verrons dans la partie
1.3.

1.1.1 Protocole expérimental

— Injecter dans la chambre supérieure (en amont de la membrane) 100 pL. d'une so-
lution d’ADN A & une concentration de 4,9 nM (en équivalent de groupements
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FIGURE 1.1 — Protocole de 'expérience de translocation a concentration en polycations
fixe et pression variable - A) Mise en place du bouchon contenant la solution d’ADN et
la membrane nanoporeuse. B) Protocole d’acquisition des données de translocation.
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1.1. Preuve de principe du ratchet de translocation

phosphates) dans un mélange Tris-KCl1 (10 mM) et EDTA (1 mM) a pH 7,6; PADN
A est marqué au YOYO-1 (3,0 nM, soit une couverture moyenne de 60% des bases)
(Fig.1.1A).

— Injecter 500 L de solution Tris-KCl (10 mM) et EDTA (1 mM) dans la chambre
inférieure, puis déposer la chambre supérieure sur la chambre inférieure afin d’assurer
le mouillage des nanopores (Fig.1.1A).

— Appliquer une pression de 80 mbar en entrée des nanopores grace au controleur de
pression, ce qui a pour effet 'apparition d’événements de translocation, visibles sur
la caméra sous forme de flashs lumineux. Faire la mise au point de I'objectif sur la
surface métallique de la membrane grace a la lampe de fluorescence, puis passer au
laser 473 nm. Il est important de noter qu’il faut privilégier la mise au point sur
une surface homogene de la membrane, que nous cherchons homogene a la fois en
contraste (planéité de la membrane par rapport au champ incident) et homogene
en densité d’événements de translocation : en effet, on constate parfois des défauts
locaux de la membrane, provenant d'un défaut d’usine de la membrane ou dune
altération de sa surface lors d’'une manipulation, qui peuvent biaiser la mesure de
la fréquence de translocation des molécules d’ADN (augmentation si les pores sont
partiellement dilatés ou diminution s’ils sont partiellement obstrués). Dans tous
les cas, nous cherchons a éviter ces zones hétérogenes, c’est pourquoi I'expérience se
déroule en diminuant progressivement la pression appliquée en entrée des nanopores,
les zones hétérogenes étant plus faciles a identifier a forte densité en événements de
translocation (Fig.1.1B).

— Une fois la mise au point effectuée, réaliser des séries d’acquisitions (en général 4
acquisitions de 250 frames a 33 fps) pour chaque point de pression (généralement
tous les 5 mbar, en partant de 80 mbar et en descendant jusqu’a 20 mbar, pour des
nanopores de 50 nm de diametre). Veiller a respecter un temps de relaxation du
controleur de pression entre chaque nouvelle consigne (au moins 30 s) (Fig.1.1B).

— Une fois la série d’acquisitions terminée, imposer une pression de 80 mbar (la plus
haute de la série) et injecter dans la chambre inférieure (en aval des nanopores) une
solution de PEI dans le méme solvant que celui de 'ADN X a la concentration de
travail voulue (en général, il s’agit de quelques pM, en équivalent de groupements
amines) ; bien homogénéiser la solution dans la chambre inférieure par pipetage
(Fig.1.1B).

— Appliquer de nouveau le protocole d’acquisition précédent, cette fois-ci en présence
de PEI a la sortie des nanopores (Fig.1.1B).

La mesure "a blanc" (sans polycations) avant celle avec le PEI permet de limiter
les fluctuations de mesures de fréquence de translocation liées a I'état de surface de la
membrane, qui peut varier d’'une membrane a l'autre ; ainsi, en comparant 1’évolution de
la fréquence de translocation avant et apres ajout de PEI, nous pouvons mettre en lumiere
I'influence du polycation a la sortie du nanopore sur la translocation de la molécule d’ADN,
ce qui permet de quantifier 'efficacité du systeme comme ratchet de translocation.
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1.1.2 Résultats préliminaires

Nous avons réalisé ’expérience de translocation a pression variable dans deux condi-
tions : avec PEI en sortie des nanopores (ratchet +) et sans (ratchet -). Pour chaque
condition, I'expérience a été répétée un grand nombre de fois (respectivement 107 et 47
pour les conditions ratchet - et ratchet +) afin de limiter 'impact du bruit statistique sur
les mesures. Les mesures expérimentales ont ensuite été moyennées sur I’axe des pressions
afin d’obtenir les courbes moyennes, puis ces courbes ont été ajustées avec le modele de
succion développé par Auger et coll.[299] (voir section 3.3.4) :

Pc

f(P) = fope ¥, (1)

ou f est la fréquence de translocation des molécules d’ADN, P la pression hydrodynamique
imposée, P. la pression critique et f. la fréquence a la pression critique. La figure 1.2
présente les résultats obtenus.

p,lp_0 (n=107) ]
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p,lp_0,5 (n=47)

S N
(&) o

RN
o

Fréquence (10'5 s'1)
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FI1GURE 1.2 — Fréquence de translocation des molécules d’ADN X a travers des nanopores
de 50 nm de diameétre en fonction de la pression appliquée, dans deux conditions : (noir,
ratchet -) sans PEI en sortie (ratio de charge p;/p— = 0); (rouge, ratchet 4) avec un exces
de PEI en sortie (p;/p— = 0,5). Chaque point représenté sur ce graphique correspond a
une mesure expérimentale unique. Les deux ensembles de points sont ensuite moyennés en
abscisse pour conduire aux courbes moyennes et nous ajustons ces courbes par le modele
de succion ; ces ajustements sont représentés sur ce graphique en traits pleins.

Nous pouvons observer une nette augmentation de la fréquence de translocation a
pression donnée par ajout de PEI a la sortie des nanopores, comme il est attendu pour
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1.1. Preuve de principe du ratchet de translocation

un mécanisme de ratchet de translocation. Le modeéle de succion semble parfaitement
ajuster les données dans les deux conditions; nous pouvons en extraire des estimations
pour les parametres du modele (voir 1.1). La précision de ces mesures est évaluée par la
méthode du jackknife, qui permet d’évaluer la valeur d’un parametre (ici un parameétre
ajustable d’'un modele donné) & partir d’'un nombre restreint de points[391, 392]. Pour
cela, nous mesurons la valeur du parametre ajustable en enlevant un point de la courbe
a ajuster, puis nous répétons l'opération pour chaque point de cette courbe. L’estimation
du parametre ajustable est alors donnée par la moyenne des mesures précédentes. Ainsi,
au lieu d’estimer un parametre ajustable a partir d’une seule mesure sur N points, nous
estimons ce parametre a partir d’'une moyenne de N mesures sur N-1 points, ce qui permet
une meilleure précision sur I'estimation du parametre.

P. (mbar) | f. (107> s71)
ratchet - || 85,14+ 1,1 47,6 £1.,4
ratchet + || 103,14+0,6 | 109,4+1,7

TABLE 1.1 — Parametres d’ajustement des données expérimentales par
le modele de succion sans PEI (ratchet -) et avec (ratchet +). Les in-
certitudes sont obtenues par une méthode du jackknife sur les données
expérimentales (95%).

D’apres ces mesures, nous constatons une augmentation d’environ 20% de sa valeur
nominale pour la pression critique apres ajout de PEI a la sortie des nanopores. Nous
pensons qu’il s’agit d’un effet d’adsorption partielle des molécules de PEI dans le nanopore
au voisinage de sa sortie, qui réduirait le rayon effectif du pore et augmenterait ainsi sa
pression critique associée, suivant la relation de Hagen-Poiseuille :

8LkgT

Po=——,
R4

(1.2)
avec L la longueur du nanopore (soit ’épaisseur de la membrane) et R son rayon.

Selon la relation 1.2, avec les valeurs de pression critique mesurées précédemment (voir
le tableau de valeurs 1.1), nous estimons une réduction de 5% de sa valeur nominale pour
le rayon effectif du pore apres ajout de PEI, ce qui correspond a une épaisseur d’adsorption
d’environ 1 nm ; cette taille est comparable a celle de quelques monomeres seulement de
PEI ce qui est cohérent avec 'hypothese d’adsorption du PEI sur la surface interne du
nanopore. Cette adsorption est favorisée par la forte concentration en PEI a la sortie du
nanopore, nous verrons avec la figure 1.4 que la pression critique reste inchangée lorsque
le PEI est ajouté en concentrations plus faibles.

Concernant 1’évolution de la fréquence a la pression critique f., 'augmentation est
conséquente puisque la valeur de ce parametre a plus que doublé apres ajout du PEI. Dans
le cadre du modele de succion, la valeur inchangée de la pression critique (en négligeant
leffet de I'adsorption du PEI dans le pore, qui n’est pas a l'origine du mécanisme de
ratchet de translocation visé dans cette étude) indique que la hauteur de la barriere
d’énergie a franchir pour confiner TADN a l'intérieur du pore n’est pas modifiée par la
présence du PEI a sa sortie, mais que ce dernier modifie le taux d’incidence sur la barriere
fe, lui-méme relié a la courbure du potentiel dans le cadre de la théorie de Kramers (voir
section 3.3.1).
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A partir de ces observations, on peut conclure que I’'ajout de PEI a la sortie des nano-
pores provoque une augmentation globale de la fréquence de translocation des molécules
d’ADN. Il y a donc un mécanisme sous-jacent a I’origine de cette accélération du transport,
nous proposons deux pistes possibles :

— soit un effet osmotique en raison de l'introduction dans le systeme d’un gradient
de concentration de PEI (uniquement en aval des nanopores), donc entrainant une
pression osmotique supplémentaire qui vient s’ajouter a la pression imposée par le
controleur de pression. Dans ce cas, l'interaction spécifique entre 'ADN et le PEI
n’est pas a l'origine de I'accélération du transport, qui peut étre provoquée par un
gradient d'une espece chimique quelconque.

— soit un mécanisme de ratchet de translocation, qui est le but visé de cette étude.
Dans ce cas, c’est I'interaction spécifique entre le PEI et ’ADN qui est a 'origine de
I’accélération du transport ; toute rupture de cette interaction entrainerait la perte
du mécanisme et un retour a la situation initiale sans PEI.

De manieére plus quantitative, nous pouvons estimer la contribution osmotique a la
pression dans les nanopores a partir de la loi de van’t Hoff[393] :

Il = kgT x Ch, (1.3)

ou II est la pression osmotique (en Pa) et C), la concentration volumique en soluté (en
nombre de particules par m?).

La loi de van’t Hoff constitue une approximation d’une équation du viriel pour la
pression osmotique a ’ordre 1 pour la concentration ; de maniere plus générale, la pression
osmotique s’exprime de la maniere suivante[393] :

I = kpT x (Cy + ByC2 + BsCi + ...) , (1.4)

ou B, et Bs sont les 2eme et 3eme coefficients du viriel, correspondant respectivement
aux interactions a 2 et 3 particules.

En régime dilué, il est possible de négliger les termes d’ordre 2 et supérieurs pour
se ramener a la relation de van’t Hoff. La concentration critique délimitant ce régime
correspond a la concentration des monomeres d’une molécule dans le volume occupé par
ce polymere, soit C* = N/ Rg, ou N est le degré de polymérisation du polymere et R,
son rayon de giration[65]. Dans le cas du polycation utilisé ici, a savoir un PEI d'un
poids moléculaire de 60 kDa, son degré de polymérisation est de 1 393 (la masse molaire
d’un monomere de PEI est de 43,07 g/mol). Son rayon de giration peut étre estimé en
considérant un modele Worm Like Chain (décrit dans la section 3.1.2) en prenant une
longueur de persistance égale & 0,5 nm et une taille de monomere égale a 0,3 nm[394]. Dans
ce modele, le rayon de giration du PEI vaut R, = {/2L,L. ~ 20 nm. La concentration
critique C* délimitant le régime dilué du régime semi-dilué est alors environ égale a 69
mM (en moles de groupes amines). Les concentrations en polycations que nous utilisons
dans nos expériences sont de 'ordre du pM, donc tres inférieures a cette concentration
critique C*. Nous pouvons par conséquent supposer une loi de van’t Hoff pour la pression
osmotique générée par le gradient de polycations.

Ainsi, avec une concentration en polycations de ’ordre du pM, on obtient d’apres la loi
de van’t Hoff une pression osmotique d’environ 2 Pa, soit 0,02 mbar, ce qui correspond a
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une pression inférieure a la précision du controleur de pression utilisé dans nos expériences
(0,1 mbar de précision au mieux). Cette estimation est en tres bonne adéquation avec les
valeurs de pression osmotique mesurées par Curtis et coll.[390], ot les auteurs ont mesuré
a l'aide d’un osmometre des pressions de l'ordre de 1-10 kPa pour des concentrations en
PEI de 1-10 mM, soit mille fois plus concentrées.

D’apres ces estimations, il est raisonnable de penser que la pression osmotique induite
par le gradient de polycations est bien trop faible pour expliquer 'augmentation de la
fréquence de translocation observée dans nos expériences. Néanmoins, nous avons souhaité
apporter une preuve expérimentale a cette hypothese en introduisant un compétiteur a
I’ADN pour la liaison avec les polycations.

1.1.3 Rejet de I’hypothese osmotique

Pour tester les deux hypotheses sur 'origine de 'augmentation de la fréquence de
translocation, nous avons réalisé des expériences de translocation a pression variable dans
les conditions suivantes :

— ADN A seul;
— ADN X et PEI en exces a la sortie des nanopores ;

— ADN X et PEI en exces a la sortie des nanopores en mélange équimolaire (en ratio
de charges) avec de I'héparine.

Le choix d’une condition avec un mélange PEI et héparine vient du fait que '’héparine,
un glycosaminoglycane utilisé en médecine pour ses propriétés anticoagulantes, possede
une forte affinité pour les polycations en raison de ses nombreux groupements sulfates,
avec par exemple une constante de dissociation pour le polycation PEAD (polyethylene
argininylaspartate diglyceride) d’environ 200 pM[395, 396]. L’héparine agit en tant que
compétiteur de ’ADN pour ’association avec le PEI, ce qui permet de trancher entre les
deux hypotheses sur l'origine de 'augmentation de fréquence de translocation :

— si 'effet est d’origine osmotique, alors I’ajout d’héparine en aval du pore va accentuer
Ieffet par I'introduction d’un nouveau gradient de concentration ;

— si leffet est celui d’un ratchet de translocation, alors ’ajout d’héparine va annu-
ler 'augmentation de fréquence de translocation en supprimant l'interaction entre

I’ADN et le PEI

Nous avons donc réalisé des expériences de translocation a pression variable selon les
trois conditions décrites ci-dessus ; les résultats obtenus sont présentés dans la figure 1.3.

D’apres la figure 1.3, nous pouvons observer que 'ajout d’héparine avec le PEI a
annulé 'augmentation précédente de la fréquence de translocation pour conduire en tres
bonne approximation a la courbe obtenue en absence de PEI. Cette observation semble
indiquer que le mécanisme a l'origine de l'accélération du transport de 'ADN a travers
les nanopores est bien celui d'un ratchet de translocation et non pas un simple effet
osmotique ; 'effet est seulement possible en raison de la spécificité de I'interaction entre
I’ADN et le PEL 1l s’agit d’une preuve de principe du ratchet de translocation artificiel
visé par notre étude.

161



Chapitre 1. Translocation d’ADN par mécanisme de ratchet de translocation

25 T T T T T ]
T 0 |
} p,/p_0,5 + héparine
p,/p 05
20 - .
—~~
‘0
R
o 15 B
-
S~—
[}
(&)
o
@ 10}
(oa
D
L

80

Pression (mbar)

FIGURE 1.3 — Fréquence de translocation d’ADN X\ a travers des pores de 50 nm de
diametre en fonction de la pression appliquée en absence de PEI (p, /p_ = 0), en présence
d’un exces de PEI (py/p_ = 0,5 et en présence d'un exces de PEI et d’héparine en mélange
équimolaire (p;/p— = 0,5 + héparine). Les données expérimentales ont été ajustées par
le modele de succion (en traits pleins) ; 'incertitude sur les données expérimentales a été
prise comme l'erreur standard (95%) et les expériences ont été répétées entre 8 et 39 fois.
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1.2 Relation entre la fréquence de translocation et la
concentration en agents de ratchet

1.2.1 Cas du PEI

Nous avons réalisé des expériences de translocation a pression variable pour une gamme
de concentration en PEI allant de 0 & 0,6 (en ratio de charges). L’objectif est de cette
étude est de quantifier la dépendance du parametre f,., la fréquence a la pression critique
du modele de succion, avec la concentration en polycations a la sortie des nanopores.

Pour réaliser cette expérience, nous avons repris le protocole décrit précédemment
dans la partie 1.1.1, avec des concentrations en PEI variables allant de 0 & 0,6 (en ratio de
charges). Pour chaque condition, I’expérience est répétée au moins 8 fois (jusqu’a 107 fois
pour la condition "témoin" sans PEI). Une courbe moyenne est ensuite calculée d’apres
les données expérimentales, puis elle est ajustée par le modele de succion sur lequel nous
mesurons ses parametres clés (P, et f.); l'incertitude sur ces mesures est évaluée par
une méthode du jackknife. Le résultat de ces mesures est présenté dans la figure 1.4A.
Nous avons également représenté dans la figure 1.4B. ces mémes résultats avec I'axe des
pressions normalisé par la pression critique associée a chaque série de mesures, afin de
nous affranchir des fluctuations de pression critique liées au collage des molécules de PEI
a l'intérieur des nanopores (comme discuté dans la partie 1.1.2).

Le tableau présente 'estimation numérique des parametres d’ajustement des données
expérimentales par le modele de succion (P, et f.) pour chaque condition de concentration
en PEI. Les mesures de P, sont celles utilisées pour normaliser ’axe des pressions de la
figure 1.4A. et obtenir ainsi la figure 1.4B.

p+/p— || P (mbar) | f. (107 s71)
0 8 +1 47,6 +£ 1,4
0,005 87+1 50,6 £1,2
0,05 82+£1 52,0£1,0
0,2 88 t4 65,3 £ 3,1
0,5 103 £1 109,1£2,0
0,6 107 £ 6 121,54+ 5,3

TABLE 1.2 — Parametres d’ajustement des données expérimentales par
le modele de succion. Les incertitudes sont obtenues par une méthode
du jackknife sur les données expérimentales (95%).

Nous observons sur les figures 1.4A. et 1.4B. que la fréquence de translocation des
molécules d’ADN A augmente proportionnellement & la concentration en PEI & la sor-
tie des nanopores. Les mesures présentées dans le tableau 1.2 semblent indiquer que la
pression critique n’est pas modifiée pour des ratios de charges inférieurs ou égaux a 0,2
et qu’elle augmente d’environ 20% de sa valeur initiale au-dela d’un ratio de charge d’au
plus 0,5. La pression critique semble évoluer avec la concentration en polycations selon
un processus de seuil, avec un seuil compris entre 0,2 et 0,5 (en ratio de charge); ces
observations corroborent celles réalisées précédemment dans la partie 1.1.2 et semblent
favoriser I’hypothese de collage du PEI dans les nanopores au-dela d’une certaine concen-
tration. En augmentant la pression critique du nanopore, ce processus de collage limite la
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FIGURE 1.4 — A) Fréquence de translocation en fonction de la pression appliquée en en-

trée des nanopores, pour des ratios de charges variables. Les données expérimentales sont

ajustées par le modele de succion (en traits pleins). L’incertitude sur les données expé-
rimentales a été prise comme 'erreur standard (95%) et les expériences ont été répétées
¢gtire 8 et 107 fois. B) idem que A, avec la pression normalisée par les pressions critiques
(mesurées pour chaque série de données d’apres 1'ajustement par le modele de succion ;
voir le tableau 1.2).



1.2. Relation entre la fréquence de translocation et la concentration en agents de ratchet
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FI1GURE 1.5 — Fréquence de translocation en fonction de la pression appliquée en entrée
des nanopores, pour des ratios de charges variables. Les abscisses sont normalisées en
fonction de 'expression (P/P.) x exp(—F./P). Les ordonnées sont normalisées par la
fréquence a la pression critique f. mesurée pour la courbe p, = 0. L’incertitude sur les
données expérimentales a été prise comme 'erreur standard (95%) et les expériences ont
été répétées entre 8 et 107 fois.
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translocation de ’ADN ; les fluctuations de pression critique ne peuvent pas étre a l’ori-
gine de l'augmentation de la fréquence de translocation, nous pouvons donc découpler
cet effet du mécanisme de ratchet de translocation en normalisant les pressions par la
pression critique pour chaque série de mesure; ainsi, ’effet du ratchet de translocation
peut étre observé a travers la mesure de la fréquence a la pression critique f. (présentée
dans le tableau 1.2). Nous observons sur la figure 1.5 que 'ajout de PEI & la sortie des
nanopores provoque une homothétie de la courbe : plus le polycation est concentré a la
sortie des nanopores, plus la fréquence de translocation des molécules d’ADN augmente.
Nous n’avons pas observé de saturation de cette augmentation dans la gamme de concen-
trations en polycations utilisées dans cette étude. Nous n’avons pas de résultats avec des
concentrations plus élevées que 0,6 (en ratio de charges) en raison d’'un collage important
des molécules de PEI sur la surface métallique de la membrane et qui empéchent les mo-
lécules d’ADN de sortir des nanopores (événements visibles sur les vidéos a travers des
points lumineux persistants et figés sur 'image, correspondant a la fluorescence émise par
les molécules d’ADN coincées a la sortie des nanopores au niveau de la zone d’excitation
de leffet Zero-Mode Waveguide).

1.2.2 Introduction du rendement du ratchet Y

L’étude de I’évolution de f. en fonction du ratio de charges, présentée dans la figure
1.6 montre que la fréquence a la pression critique évolue de maniére linéaire avec la
concentration en polycations (coefficient de corrélation r = 0.98).

Avec une relation linéaire entre le parametre f, et le ratio de charges p, /p_, l'effet du
ratchet de translocation induit par la présence de polycations a la sortie des nanopores
modifie I'expression du modele de succion pour la fréquence de translocation en ajoutant
un pré-facteur au modele ; ce pré-facteur est indépendant de la pression appliquée a l'entrée
des nanopores, d’apres 'homothétie observée pour la courbe f(P) par ajout de PEI (voir
figure 1.4). Ainsi, au premier ordre en p, /p_ (les ordres supérieurs étant négligeables,
d’apres I'observation de la figure 1.6), nous pouvons intégrer la présence du ratchet de
translocation de la maniere suivante, en introduisant un nouveau parametre, Y, que nous
qualifierons comme le rendement du ratchet de translocation :

P _r

f= (1 +Y x g+> X fCFe’?, (1.5)

ou f. et P. restent inchangés par rapport au modele de succion.

Le rendement du ratchet, Y, peut étre défini comme le gain de fréquence de transloca-
tion spécifique a ’ajout d’une certaine quantité de polycations a la sortie des nanopores.
Plus le rendement du ratchet est élevé, plus la présence de polycations a la sortie des
nanopores accélere la translocation des molécules d’ADN ; nous dirons alors que le para-
metre Y quantifie la qualité de 'agent de ratchet. Nous donnerons dans la partie 1.4.3
une définition plus formelle de ce parametre Y.

D’apres ’équation 1.5, nous pouvons mesurer le rendement du ratchet Y en mesurant
fe,p, pour un ratio de charges connu en considérant le modele de succion strict (sans
introduire Y) et en comparant le résultat a celui en absence de polycation f. :

y = Jeor = Jeo  p- (1.6)

f ¢,0 P+
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FIGURE 1.6 — Fréquence a la pression critique en fonction de la concentration en PEI a
la sortie des nanopores (exprimée en ratio de charges). Les données expérimentales ont
été ajustées avec succes par une régression linéaire (R? = 0.97). Les incertitudes sont
obtenues par une méthode du jackknife sur les données expérimentales (95%). Les valeurs
numériques de f. sont données dans la figure 1.2.
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Pour mesurer Y via la relation 1.6, il est nécessaire d’avoir une précision importante
pour les mesures de f.,, et f.o; ces parametres sont mesurés via un ajustement des
données expérimentales de fréquence de translocation en fonction de la pression imposée
par le modele de succion ; avec la variabilité issue de 1’état de surface local de la membrane,
nous devons effectuer un grand nombre de mesures pour que la statistique compense ces
fluctuations inhérentes aux expériences de molécules uniques. Le processus de mesure et de
traitement des données de microscopie étant assez chronophage (traitement manuel décrit
dans la section 1.2.6), il est intéressant d’observer que le rendement Y est indépendant
de la pression imposée a I'entrée des nanopores. Par conséquent, il est possible de réaliser
les expériences de translocation a pression constante, avec cette fois-ci la concentration
en polycations comme parametre de controle de I'expérience. Avec cette méthode, nous
tragons directement la relation linéaire entre la fréquence de translocation f et le ratio de
charges py /p_ :

y = Jes ZJ0 P (1.7)

Jo P+

ou f,, et fo sont respectivement les fréquences de translocation a une pression donnée en
présence de polycations et en leur absence. Le choix de la pression n’a pas d’importance
pour la mesure de Y, donc elle est choisie de maniére a avoir un nombre suffisant d’évé-
nements de translocation (flashs lumineux sur les vidéos de microscopie) pour pouvoir
les distinguer nettement (typiquement une centaine par vidéo) ; la pression reste la méme
pour toute la durée de 'expérience.

Bien que tres semblables en apparence, les relations 1.6 et 1.7 different par le fait que
la premiere utilise des parametres estimés par ajustement avec le modele de succion, alors
que la seconde se base sur des mesures expérimentales sans recours a un ajustement des
données. Par conséquent, il est possible de mesurer avec une bonne précision le rendement
du ratchet Y en une seule et méme expérience grace a la relation 1.7 : le premier point
(sans polycations) sert de référence et les points suivants (avec polycations en concen-
tration variable) se comparent a ce point de référence. De cette maniere, les mesures
s’émancipent de I'état local de la membrane puisque toutes les mesures sont réalisées sur
le méme échantillon. Le seule parametre variable de ’expérience est la concentration en
polycations, donc toute évolution de la fréquence de translocation peut-étre imputée au
mécanisme du ratchet.

1.2.3 Protocole expérience a pression fixe

Nous avons employé le protocole suivant pour la réalisation de I’expérience de trans-
location a pression fixe et concentration en polycations variable :

— Injecter 100 pL. d’une solution d’ADN ) & une concentration de 4,9 nM (en équivalent
phosphates) dans un mélange Tris-KCl (10 mM) et EDTA (1 mM) a pH 7,6. L’ADN
A a été préalablement marqué au YOYO-1 (3,0 nM) (Fig.1.1A).

— Injecter 500 nuL de solution Tris-KCIl (10 mM) et EDTA (1 mM) dans la chambre
inférieure, puis déposer la chambre supérieure sur la chambre inférieure afin d’assurer
le mouillage des nanopores (Fig.1.1A).

— Appliquer une pression "médiane" avec le contrdleur de pression (de l'ordre de la
moitié de la pression critique; avec des nanopores de 50 nm de diametre, nous
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appliquons en général une pression de 50 mbar). Comme nous 'avons détaillé pré-
cédemment, la pression choisie ici n’a pas d’influence sur la mesure de Y, il faut
simplement la choisir de maniére a avoir une statistique suffisante d’événements de
translocation (généralement une centaine de flashs lumineux par vidéo) (Fig.1.7).

— Faire la mise au point de 'objectif sur la surface métallique de la membrane a ’aide
de la lampe de fluorescence ; une fois cette étape réalisée, passer au laser 473 nm
(Fig.1.7).

— Réaliser quelques acquisitions de vidéos (au moins 4 de 250 frames a 33 fps, de

maniére a limiter les fluctuations statistiques sur la mesure de la fréquence de trans-
location) (Fig.1.7).

— Couper le laser 473 nm, défocaliser 1’objectif pour 1’éloigner de la lamelle de verre
(afin d’éviter d’endommager I’objectif durant les manipulations qui vont suivre dans
la chambre inférieure). Ne pas couper la pression. Sortir la chambre supérieure de
son support sur la chambre inférieure tout en la maintenant a sa verticale (pour
éviter les pertes de solution hors de la chambre inférieure en cas de gouttes de
solution restées sur la chambre supérieure) (Fig.1.7).

— Injecter dans la chambre inférieure quelques pl. de solution de polycations (ici du
PEI) a une concentration donnée; nous prenons en général un volume d’injection
de 1 uL.. Homogénéiser la solution dans la chambre inférieure par pipetage. Reposi-
tionner la chambre supérieure sur son support dans la chambre inférieure. Patienter
au moins 30 s avant de réaliser des acquisitions pour laisser au systeme le temps de
se relaxer (Fig.1.7).

— Réitérer le processus d’acquisition pour chaque concentration en polycations désirée

(Fig.1.7).
Mise au point 30s Acquisitions (x4) Ajout polycations _p,=nXuM ‘
sur la membrane 250 frames, 33 fps i .dar]s_ lachambre T 1IN
(50 mbar) (512x512 px?) inférieure
(1 pL, X pM)
30s

FI1GURE 1.7 — Protocole de 'expérience de translocation a concentration en polycations
variable et pression fixe. La mise en place du bouchon contenant la solution d’ADN et
la membrane nanoporeuse est similaire a celle de I'expérience de translocation a pression
variable décrite dans la figure 1.1A.

1.2.4 Résultats

Nous avons donc employé le protocole précédent pour réaliser la mesure de la fré-
quence de translocation en fonction de la concentration en polycations a pression fixe,
nous permettant d’obtenir une estimation du rendement du ratchet Y par la relation 1.7.
Les résultats de ces mesures sont présentées dans la figure 1.8.

La figure présente une comparaison des deux méthodes d’évaluation du rendement
du ratchet Y : 1) mesure de la fréquence de translocation en fonction de la pression a
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¢ f(P), p, cst
¥ f(p,), P cst Y=2.6+0.6
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F1GURE 1.8 — Gain de fréquence de translocation par mécanisme de ratchet en fonction
du ratio de charges par deux méthodes : 1) pression variable, concentration en PEI fixe;
2) concentration en PEI variable, pression fixe. Les données expérimentales sont ajustées
par une régression linéaire et le rendement de ratchet Y est ensuite mesuré comme la
pente de la droite. L’incertitude sur les données expérimentales est prise comme 'erreur
standard (95%) et celle sur Y est mesurée par une méthode du jackknife (95%).
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concentration en polycations fixe, puis mesure de I’évolution du parametre de modele f.
en fonction de p, /p_ d’apres la relation 1.6; 2) mesure de la fréquence de translocation
en fonction de la concentration en polycations a pression fixe, puis mesure directe de
Y d’apres la relation 1.7. Nous définissons les notations suivantes : Af./feo = (fep. —
feo)/ feo et Af/fo = (fo. — fo)/fo, en reprenant les notations des équations 1.6 et 1.7.
Afe/feo et Af/fo représentent tous deux le gain de fréquence de translocation apporté
par le mécanisme de ratchet ; ce parametre est linéaire avec le ratio de charges p, /p_, avec
Y comme coefficient de proportionnalité. D’apres la figure 1.8, nous observons une tres
bonne similitude dans les résultats obtenus pour la mesure de Y par les deux méthodes :
respectivement ¥ = 2,6 £ 0,6 et Y = 2,4 + 0,4. Comme nous l'avions anticipé, la
méthode de mesure de Y par 'expérience de translocation a concentration de polycations
variable et pression fixe est la plus précise, car toutes les mesures s’effectuent sur le méme
échantillon de membrane, ce qui limite les fluctuations liées a 1’état de surface de la
membrane. De plus, cette méthode est beaucoup plus rapide a mettre en oeuvre car il
n’est pas nécessaire de tracer la courbe de fréquence de translocation en fonction de la
pression. Dans la suite de cette étude, nous emploierons par défaut cette méthode pour
mesurer Y (sauf exceptions, qui seront alors clairement précisées).

1.3 Rendement de ratchet Y selon agent de ratchet

Apres avoir établi la relation linéaire entre le gain en fréquence de translocation par
mécanisme de ratchet et la concentration en polycations via le rendement de ratchet Y,
nous avons étudié I'influence de ’espéce chimique choisie comme agent de ratchet sur Y.
A travers cette étude, nous avons souhaité mettre en lumiere la spécificité de I'agent de
ratchet sur la réussite du mécanisme de ratchet de translocation.

Pour cela, nous avons réalisé des expériences de translocation a pression fixe et concen-
trations en polycations variables, afin de mesurer le rendement de ratchet Y pour différents
agents de ratchet. Nous avons sélectionné les especes chimiques suivantes comme agents
de ratchet :

— polyéthyléneimine (PEI), M. w. 60 0000 g/mol (déja utilisé dans les expériences
précédentes) ;

— poly-L-ornithine (PLO), M. w. 147 000 g/mol;

— poly-L-arginine (PLR), M. w. 146 000 g/mol;

— poly-L-lysine (PLL), M. w. (150 000-300 000) g/mol;

— spermidine (SPD).

Parmi ces especes, seule la spermidine n’est pas un polymere; nous 1’avons choisie
pour cette étude car cette molécule est connue pour sa capacité a condenser ’ADN, par
conséquent elle dispose d'une forte affinité pour 'ADN (K, ~ 7 xM)[397, 398, 399]. La
spermidine dispose de 3 charges positives a pH physiologique, contre une par monomere
pour les autres especes chimiques. Les structures moléculaires de ces agents de ratchet
sont présentées dans la figure 1.11.

Les expériences ont été réalisées avec le protocole décrit dans la partie 1.2.3. Il est im-
portant de noter que l'utilisation du ratio de charges p/p_ permet de s’affranchir de la
contrainte liée aux nombres de charges variables selon les molécules en raison de leurs de-
grés de polymérisation différents. Avec le ratio de charges, nous comparons uniquement le
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nombre de charges en solution avec une approximation de champ moyen (nous négligeons
le caractere polymérique des especes). Les résultats de ces expériences sont présentés dans
la figure 1.9.

3 T T T T T
§ PEI
i PEl,pH43
25H & PO .
§ PLR n
SPD
2 PLL i

F1GURE 1.9 — Gain de fréquence de translocation par mécanisme de ratchet en fonction du
ratio de charges pour différents agents de ratchet. Les données sont ajustées par régression
linéaire pour mesurer Y (pente) pour chaque agent de ratchet. L’incertitude sur les données
est prise comme 'erreur standard (95%). Pour chaque condition, I'expérience est répétée
au minimum 4 fois.

A partir des résultats de la figure 1.9, nous mesurons pour chaque agent de ratchet
le rendement de ratchet Y qui lui est associé; ces mesures sont résumées dans le tableau
1.3.

D’apres les résultats présentés dans la figure 1.9, nous observons que la relation linéaire
entre le gain de fréquence par mécanisme de ratchet Af/ fy et le ratio de charges se vérifie
pour tous les polycations testés : pour chaque série de données, ’ajustement par régression
linéaire est quantitatif. Ainsi, il apparait que le rendement de ratchet Y est un parametre
essentiel du mécanisme de ratchet de translocation. Ensuite, lorsque nous mesurons Y
pour chaque polycation (voir tableau 1.3), nous pouvons observer un fort regroupement
des valeurs expérimentales, a ’exception du PEI a pH 7,6 ; pour ce dernier, nous expliquons
I’écart par la protonation partielle du polymere & pH physiologique. Il a été montré [390)]
que 44% seulement des monomeres du PEI sont chargés a pH physiologique ; ce ratio est
dépendant de la force ionique de la solution ainsi que de la ramification du polymere.
Pour le calcul du ratio de charges expérimental, nous avons considéré une protonation
complete, c’est pourquoi nous pensons que l'estimation du ratio de charge pour le PEI a
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Agent de ratchet | Y (95%)
PEI 2.410.4

PEI (pH 4,3) | 8,6+ 1,0
PLO 12,4+0,6
PLR 11,6+ 1,4
SPD 10,2+0,8

PLL 9,2+0,8

TABLE 1.3 — Rendement du ratchet Y pour différents agents de ratchet.
Ces mesures proviennent des régressions linéaires présentées dans la
figure 1.9 et les incertitudes sont obtenues par une méthode du jackknife

(95%).

pH physiologique est incorrecte et pourrait expliquer I’écart que nous observons pour la
mesure de Y par rapport aux autres polycations. Pour nous en assurer, nous avons réalisé
I’expérience de translocation a pression fixe et concentration de PEI variable en acidifiant
le pH de la solution (4,3 au lieu de 7,6 précédemment). Le résultat de cette expérience
est observable sur la figure 1.9B. Avec un pH acide, nous retrouvons pour le PEI une
valeur de Y proche de celles mesurées sur les autres polycations, ce qui semble confirmer
I’hypothese précédente sur la protonation partielle du PEI & pH physiologique.

Le cas spécial du PEI étant clarifié, nous pouvons conclure que la mesure de Y pour
les différents polycations testés dans cette étude nous amene a penser que le rendement de
ratchet est non-spécifique (ou faiblement) de I’espece chimique considérée pour I’agent de
ratchet. La relation de proportionnalité observée entre Af/fqy et p. /p_ semble indiquer
que le mécanisme de ratchet de translocation est seulement sensible a la charge de ’agent
de ratchet et que c’est 'attraction électrostatique entre les charges positives du polyca-
tion et les groupements phosphates du squelette carboné de ’ADN qui produit 'effet de
ratchet, indépendamment de la nature chimique des monomeres. Cette interaction électro-
statique est non-spécifique, ce qui expliquerait la non-spécificité de la valeur du rendement
de ratchet Y. Ce parametre apparait comme une caractéristique générale du mécanisme
de ratchet de translocation. Nous pouvons donc étudier les dépendances du processus
de ratchet de translocation avec les différents parametres cinétiques et géométriques par
simple observation de leurs relation avec le rendement de ratchet Y.

1.4 Relation entre le rendement de ratchet Y et la
constante de dissociation K

Apres avoir établi la pertinence de la mesure du rendement de ratchet Y pour ’étude
des caractéristiques du ratchet de translocation, nous avons étudié sa dépendance avec
la constante de dissociation Ky entre ’'ADN A et les différents polycations utilisés dans
cette étude comme agents de ratchet. La constante de dissociation constitue un parametre
cinétique essentiel pour décrire la dynamique d’interaction entre ’ADN et son agent de
ratchet. Dans le modele du ratchet de translocation développé par Simon, Peskin, Odell
et Oster[59, 60] (détaillé dans la section 1.3.2), la vitesse de translocation induite par le
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mécanisme de ratchet évolue avec la constante de dissociation de la maniére suivante :

2D 1

5 112K, (1.8)

Vpat =

Nous pouvons relier la vitesse du ratchet a la fréquence de translocation mesurée
expérimentalement dans nos expériences par une simple relation linéaire, f o v,4, d’ou
nous pouvons tirer la relation f oc (1 4+ 2K4)~t.

K, est une mesure a I’équilibre de la répartition entre les especes liées et non-liées (a
savoir les complexes [ADN-PEI] et les ADNs libres en solution) ; K; dépend de I’équilibre
entre les deux formes (liée et non-liée), gouvernées par les taux de transitions k,, et k,yy
passant de I'une a l'autre :

ADN + PEI == [ADN—PEI]. (1.9)

koft

A partir de I'équation 1.9, nous définissons la constante de dissociation K, de la

maniere suivante : [ADN]_ .[PEI]
]{?0 eq ’ €
K, = Nofd _ q a (1.10)
kon [[ADN - PEI]]SQ

en considérant les concentrations a 1’équilibre thermodynamique.

A Téquilibre thermodynamique, nous pouvons exprimer la proportion de molécules
d’ADN liées a celles de PEI a partir des concentrations initiales en ADN et PEI [ADN],
et [PEI], et de la constante de dissociation Ky :

[ADN — PEI),, = = ((ADN], + [PEI|, + Kq) = [([ADN], + [PEI], + Kg)°

N | —

~4 x [ADN],.[PEI})]"?) (1.11)

D’apres la relation 1.11, en titrant le complexe [ADN — PFEI] a plusieurs concentra-
tions initiales en PEI et a concentration en ADN fixe, il est possible d’en extraire une
estimation de la constante de dissociation. Pour cela, diverses techniques sont employées,
comme le titrage calorimétrique isotherme (isothermal titration calorimetry, ITC) ou la
thermophorése & micro-échelle (microscale thermophoresis, MST). C’est cette derniere
que nous avons choisie pour mesurer les constantes de dissociation entre TADN X et les
divers polycations utilisés comme agents de ratchet. Une description compléte de cette
technique est développée dans la partie 2.

Dans le cas d’un agent de ratchet, il est raisonnable de penser que la constante de
dissociation est faible (de I'ordre du nM-uM), I’association entre ’agent de ratchet et le
substrat en translocation étant favorisée pour induire un effet de ratchet.

Dans ce schéma, si la durée de la translocation est du méme ordre de grandeur que
les durées d’association/dissociation du complexe [ADN-PEI] k! et k,/, il est possible
que la dépendance de la fréquence de translocation avec la constante de dissociation
n’apparaisse pas dans nos mesures en raison du caractere hors-équilibre de notre systeme.
En effet, dans une telle situation, la liaison entre I'agent de ratchet et le substrat atteint
I’équilibre thermodynamique bien apres la fin de la translocation, lorsque le substrat est
déja loin de la sortie des nanopores. Dans ces conditions, le ratchet de translocation se
comporte comme un ratchet parfait, c’est-a-dire avec un liaison irréversible de 'agent de
ratchet sur le substrat telle que K; = 0.
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1.4. Relation entre le rendement de ratchet Y et la constante de dissociation K,

Dans un régime limite ou la durée de translocation serait tres inférieure aux temps
caractéristiques k1 et k;flf, I’agent de ratchet n’aurait en moyenne pas le temps de se lier
au substrat avant que celui-ci ne termine sa translocation, rendant caduque un mécanisme
de ratchet brownien. Nous pouvons supposer qu'un tel régime se présente avec un forgage
important, lorsque ’advection du polymere par le forgage est tres supérieur a sa diffusion,
soit P > P. dans le cas d’un forcage hydrodynamique. Ce régime ne nous permettant
pas d’observer le mécanisme de ratchet de translocation, nous nous placerons dans nos
expériences a des pressions inférieures a la pression critique.

Enfin, dans le cas inverse, lorsque la durée de translocation est tres supérieure a celle
des temps caractéristiques k! et k;flf, la liaison entre 'agent de ratchet et le substrat
atteint I’équilibre thermodynamique bien avant la fin de la translocation. Ainsi, I'effet de
la constante de dissociation sur la fréquence de translocation est observable et devrait
évoluer selon la relation f oc (1 4+ 2K,)~!, conformément au modele du ratchet de trans-
location imparfait. L’observation de ce régime nécessite une dynamique d’association et
dissociation trés rapide entre 1’agent de ratchet et le substrat ou un forcage faible. Le
premier cas dépend exclusivement du couple agent de ratchet/substrat. Dans le second
cas, un forgage faible (P < P.) voit la probabilité du substrat de pénétrer dans le nano-
pore diminuer exponentiellement selon la relation f o exp(—F./P) (voir section 3.3.4).
L’observation de ce régime devient alors limitée expérimentalement par une statistique
réduite des événements de translocation.

Apres discussion de ces différents régimes, il apparait qu’'un régime de for¢age modéré,
ou la pression hydrodynamique est de l'ordre de la pression critique (P ~ P,.), semble
optimal pour 'observation du mécanisme de ratchet de translocation et de la dépendance
de la fréquence de translocation avec la constante de dissociation K.

1.4.1 Mesures de K; par MST

Pour comparer les évolutions relatives du rendement du ratchet Y et de la constante
de dissociation Ky entre 'ADN )\ et les différents polycations, nous avons utilisé une
technique de MST. Voici le protocole pour ces expériences (Fig.1.10) :

— Préparer une solution d’ADN X & une concentration de 2 pM (en équivalent phos-
phates) dans une solution de Tris-KCl (10 mM) et EDTA (1 mM) a pH 7,6 (25°C);
ajouter du YOYO-1 en solution avec 'ADN A de maniere a avoir une concentration
en YOYO-1 de 2 pM. Laisser incuber sur glace au moins 20 minutes de maniere a
établir un équilibre pour ’association du YOYO-1 dans la double hélice d’ADN.

— Avec la solution d’ADN, préparer des solutions mélanges d’ADN et de polycations,
avec une concentration de 1 ptM en ADN et des concentrations variables en polyca-
tions. Remplir les capillaires de MST avec ces solutions. Laisser incuber la solution
dans les capillaires a température ambiante au moins 5 minutes, de maniere a at-
teindre une concentration homogene en solution le long du capillaire.

— Démarrer les mesures de MST (voir la partie 2 pour les détails de ces mesures).

La figure 1.11 présente les résultats de ces mesures.

Lors de ces expériences, nous avons observé un phénomene de quenching de la fluores-
cence par ajout de polycations en solution, a I’exception de la spermidine. Il semblerait
que la liaison des polymeres sur ’ADN entre en compétition avec I’association du YOYO-1
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Chapitre 1. Translocation d’ADN par mécanisme de ratchet de translocation

ADN A (2 uM) + YOYO-1 (2 pM)
+ Tampon TE (Tris-KCI 10 mM, EDTA 1 mM)

X pH 7,6 - 25°C
}20min,5°c

16 capillaires . ' K . ‘ . ‘.k ' fa i

+ADN _' .= Y “. . Début

ey / 7 . J . g;“o—g‘)desmesures

W .y oy o mMST

Polycation
+ Tampon TE

F1GURE 1.10 — Protocole des mesures de MST - préparatifs des expériences.

dans la double hélice, provoquant ainsi une réduction de la fluorescence. Ce phénomene a
déja été observé lors de précédentes études[400, 401, 402, 403, 404]. Nous pouvons cepen-
dant nous servir de cette baisse d’intensité pour titrer les complexes [ADN — polycation)]
et ainsi accéder a une mesure de la constante de dissociation Ky, la réduction d’intensité
lumineuse pouvant étre directement reliée a la proportion de molécules d’ADN associées a
des polymeres. Nous mesurons donc la fluorescence initiale, c’est-a-dire avant 'application
du laser IR et le processus de thermophorese associé, en fonction de la concentration en
polycations (exprimée en ratio de charges). Les résultats de ces mesures sont présentés
dans la figure 1.11A. Pour une meilleure lisibilité, nous avons normalisé 'intensité par
sa valeur maximale (en absence de polycations). Avec cette normalisation, la mesure de
la constante de dissociation Ky correspond simplement au ratio de charges pour lequel
I'intensité vaut la moitié de sa valeur maximale.

Comme dit précédemment, nous avons observé cette réduction d’intensité lumineuse
pour tous les polycations a ’exception de la spermidine. En effet, pour cette espece chi-
mique, I'intensité lumineuse initiale n’est pas affectée par la présence ou non de spermidine
en solution, dans la gamme de concentrations utilisée dans cette étude. Nous proposons
deux hypotheses pour expliquer cette différence par rapport aux autres polycations :

— la gamme de concentration est trop basse par rapport a la valeur du K4, donc aucune
liaison entre ADN et spermidine n’est observée. Cette hypotheése semble néanmoins
peu probable puisque nous avons réussi a mesurer correctement une valeur de Ky
par la technique de MST, comme nous le verrons un peu plus bas.

— la spermidine n’est pas un polymere, contrairement aux autres especes chimiques
utilisées dans cette étude comme agents de ratchet. L’association entre un polymere
et une molécule d’ADN entraine des contraintes mécaniques sur la chalne carbonée
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1.4. Relation entre le rendement de ratchet Y et la constante de dissociation K,
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FIGURE 1.11 — A. Intensité de fluorescence initiale (avant thermophorese) normalisée par
sa valeur maximale en fonction du ratio de charge pour différents polycations. B. Perte
relative de fluorescence apres thermophorese normalisée par sa valeur maximale pour
différents polycations. Les données expérimentales sont ajustées (en traits pleins) selon
les relations (2.9) et (2.12), puis nous mesurons la constante de dissociation K a partir
de ces ajustements. L’incertitude sur les données expérimentales est prise comme I’erreur
standard (95%) et les expériences sont répétées au moins 4 fois.

177



Chapitre 1. Translocation d’ADN par mécanisme de ratchet de translocation

de ’ADN du fait de la nature polymérique du ligand ; ces contraintes peuvent en-
trainer la désorption du YOYO-1 intercalé dans la double hélice et tres sensible a
la conformation de la molécule d’ADN, provoquant ainsi la réduction de la fluores-
cencel405, 406]. Cet effet ne se retrouve pas avec la spermidine du fait de sa taille
comparable & celle d’'une base d’ADN, entrainant donc des contraintes mécaniques
moins fortes par adsorption.

Comme nous pouvons le voir sur la figure 1.11A., la fluorescence est tres sensible a la
présence de polycations en solution, ce qui permet une mesure précise de la constante de
dissociation K,. Le tableau 1.4 présente les mesures de K, par réduction de fluorescence
d’apres un ajustement des courbes présentées dans la figure 1.11A.

Kq (uM) (95%)

Agent de ratchet || par quenching | par MST
PEI 1,5+£0,5 5,0+0,8

PEI (pH 4,3) 0,6 £0,2 11,8+ 1,5
PLO 0,5+0,2 2,8+0,4
PLR 7,4+21 14,8 + 3,2

SPD - 7,3+0,8

PLL 0,4+0,1 2,2+0,4

TABLE 1.4 — Constantes de dissociation pour TADN ) et les différents
polycations utilisés dans I’étude comme agents de ratchet, par deux mé-
thodes de détermination : 1) par quenching de la fluorescence initiale
(sauf pour la spermidine); 2) par MST. Les incertitudes sont obtenues
par méthode du jackknife sur les ajustements des données expérimen-
tales (95%).

Nous constatons que les valeurs de Ky mesurées sont tres proches de 'unité (en ratio de
charges), a I'exception de la poly-L-arginine (PLR). De plus, ces mesures sont faiblement
dispersées. Ces deux observations nous laissent penser que 'interaction entre une molécule
d’ADN et un polycation est peu-spécifique de la nature chimique du polycation et se fait
essentiellement par interaction électrostatique (en raison du ratio de charges proche de
I'unité pour la valeur de K;). Cette hypothese est cohérente avec les observations réalisées
pour les mesures du rendement de ratchet Y peu spécifiques de la nature chimique de
I’agent de ratchet considéré. Concernant la poly-L-arginine, nous n’avons pas d’explication
satisfaisante pour la variation de son K, vis-a-vis des autres especes ; cela pourrait peut-
étre venir de I’encombrement stérique plus important au niveau de son groupement amine
protoné (voir la figure 1.9A.) et qui limiterait I’adsorption du monomere sur la chaine
carbonée de I’ADN.

Apres avoir observé I’évolution de la fluorescence initiale, nous pouvons étudier la ré-
duction de fluorescence par effet thermophorétique apres application du laser IR (effet
MST). Ici, nous comparons les variations relatives de fluorescence AF a 'état station-
naire pendant l'irradiation IR par rapport a la fluorescence initiale, ces variations étant
dues a I'établissement d'un gradient de concentration dans la zone d’irradiation IR par
thermophorese (effet décrit dans la section 2). Nous mesurons cette variation relative AF
a différentes concentrations en polycation, puis ces mesures sont normalisées d’apres leurs
valeurs maximales et minimales de maniére & étre comprises entre 0 et 1 (0 correspondant
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1.4. Relation entre le rendement de ratchet Y et la constante de dissociation K,

a une absence de variation par rapport a la condition sans polycations, 1 a une variation
maximale). Les résultats de ces mesures sont présentées dans la figure 1.11B.

Du fait de la réduction de fluorescence initiale (quasi nulle en exces de polycations)
décrite précédemment, nous n’avons qu’'une faible précision sur la mesure de variation
de la fluorescence par thermophorése AF pour les mesures avec polymeres (c’est-a-dire
toutes sauf pour la spermidine). Ainsi, les mesures de Ky par MST pour les polymeres ne
nous semblent pas les plus pertinentes, bien que nous retrouvions, en ordre de grandeur,
les valeurs de K, précédemment mesurées par réduction de la fluorescence initiale (voir
tableau 1.4). Par conséquent, dans la suite de cette étude, nous considérerons pour les
polymeres leur constante de dissociation mesurée par réduction de la fluorescence initiale.

En ce qui concerne la spermidine (SPD), nous pouvons observer sur la figure 1.11B.
une courbe suffisamment détaillée pour pouvoir mesurer en bonne approximation une
valeur de K de (7,3 +£0,8) pM (95%) ; cette valeur est comparable a celle pour la poly-
L-arginine et légerement plus haute que celles pour les autres polycations. Comme pour la
poly-L-arginine, nous n’avons pas d’explication claire pour justifier cette différence; il est
néanmoins possible que la trivalence de la spermidine pour une molécule d’une taille com-
parable a celle d'une base d’ADN modifie la stabilité de 'interaction électrostatique entre
la spermidine et ’ADN, conduisant a une valeur légerement plus haute pour la constante
de dissociation. Pour la suite de cette étude, nous considérerons pour la spermidine la
valeur de constante de dissociation mesurée par MST (étant la seule disponible).

1.4.2 Rendement de ratchet Y en fonction de K

Apres avoir mesuré les constantes de dissociation K, entre ’ADN X et les polycations
utilisés comme agents de ratchet, nous pouvons comparer leurs évolutions relatives avec
le rendement du ratchet Y. La figure 1.12 présente les résultats de ces mesures.

Nous pouvons observer sur la figure 1.12 que le rendement du ratchet Y ne semble
pas (ou peu) dépendant de la constante de dissociation K. Il faut toutefois noter que
les gammes de variation a la fois pour Y et K, sont assez faibles, donc nos observations
sont valides pour la gamme de K, présentée ici. Cette absence apparente de relation entre
Y et K, laisse supposer que le mécanisme de ratchet s’effectue sous controle cinétique et
non pas thermodynamique : 'accélération de la fréquence de translocation par mécanisme
de ratchet se produit des I'association du polycation sur la molécule d’ADN sortant du
nanopore sans attendre un équilibre pour cette association. La constante de dissociation
K4, comme explicité dans la relation 1.10, est une valeur prenant son sens a l’équilibre
thermodynamique. Nous avons vu précédemment que le rendement du ratchet Y est une
caractéristique essentielle du mécanisme de ratchet de translocation; par conséquent, si
Y n’a pas de dépendance avec Ky, cela signifie que le ratchet de translocation s’effectue
sous controle cinétique, et doit donc dépendre du taux d’association k,,, entre la molécule
d’ADN et le polycation (voir équation 1.9). Cette observation semble assez intuitive :
les ratchets de translocation biologiques sont des exemples canoniques de systemes hors-
équilibre ; il est donc assez logique que le ratchet de translocation artificiel créé dans
cette étude suive des lois similaires, I’équilibre thermodynamique n’est jamais atteint, par
définition méme des systemes hors-équilibre.
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FIGURE 1.12 — Rendement du ratchet Y en fonction de la constante de dissociation Ky
entre ADN X et les différents polycations utilisés comme agents de ratchet. K, est expri-
mée en pM (en équivalent de groupements amines). Les mesures de K, ont été réalisées
par une technique de Microscale Thermophoresis (MST), décrites dans la partie 2. Les
incertitudes sont obtenues par une méthode du jackknife (95%) sur les ajustements de la
figure 1.9 pour les ordonnées et le tableau 1.4 pour les abscisses.
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1.4. Relation entre le rendement de ratchet Y et la constante de dissociation K,

1.4.3 Modele cinétique du ratchet de translocation

Pour décrire un mécanisme cinétique du ratchet de translocation basé sur nos observa-
tions précédentes, nous proposons de scinder le processus de translocation en deux étapes
consécutives :

— La premiere étape consiste dans le confinement de la molécule d’ADN a 'entrée du
nanopore. Cette étape s’effectue selon le modele de succion décrit dans la partie
3.3.4 et il n’est pas nécessaire de prendre en compte la présence des polycations a la
sortie des nanopores. En effet, a ce stade de la translocation, la molécule d’ADN est
majoritairement située a I’entrée du nanopore ou elle est déformée par le cisaillement
de I’écoulement. Le modele de succion donne la fréquence de réussite de passage de la
barriere d’entrée du nanopore mais il reste encore a ’ADN a traverser intégralement
le nanopore.

— La deuxieme étape correspond a la traversée de ’ADN a travers le nanopore une fois
la barriere d’entrée passée. La vitesse a laquelle la translocation s’effectue dépend
de la présence on non d'un polycation a la sortie induisant le mécanisme de ratchet :
dans le cas ou une portion d’ADN tout juste sortie du nanopore rencontre un po-
lycation (probabilité p,q), celui-ci va se lier & I’ADN par interaction électrostatique
avec un taux d’association k,, (voir équation 1.9) et ainsi produire un mécanisme de
ratchet accélérant la translocation du reste de la molécule d’ADN a une fréquence
k-q:- Dans le cas inverse, ou aucun polycation n’est présent a la sortie du nanopore
(probabilité p;oz = 1 — prat), 'ADN termine sa translocation sans mécanisme de

ratchet a une fréquence k,;. Le mécanisme de ratchet accélérant la translocation,
donc k— < kg

rat
La figure 1.13 résume notre modele cinétique en deux étapes.
Les deux étapes de notre modele sont indépendantes I'une de ’autre, par conséquent,
nous pouvons établir la fréquence de translocation de la maniere suivante :

f X fsuc X (%-k@"}_prat-krat)
X fsuc X (km +prat (krat - /{Zm))

O(fsuc X kﬁx <1+p7”at <:rat_1>> (112)

rat

Nous faisons I'hypothese que la probabilité p,,; de trouver un polycation a la sortie
des nanopores dépend linéairement de la concentration en polycation dans la chambre
inférieure (dans la limite du régime dilué) ; cette hypothese est étayée par nos observations
expérimentales décrites a partir de la partie 1.2.4. Dans le cadre d’un controle cinétique
de l'interaction entre ’ADN et le polycation, la probabilité pour 'ADN de trouver un
polycation et de s’y lier dépend directement du nombre de polycations se trouvant a
proximité de la sortie des nanopores, d’ou la relation p,,; o p.. De plus, toujours dans
I’hypothese d’un controle cinétique, p,; doit s’exprimer en fonction du taux d’association
k., entre ADN et le polycation : plus ce taux est élevé, plus la liaison entre les deux
especes se forme rapidement, donc elle est plus probable. Nous ne détaillerons pas cette
dépendance ici, n’ayant pas de données expérimentales pour tester cette dépendance.

Ainsi, a partir des éléments précédents, nous pouvons établir I’expression suivante pour
Prat -

Prat = p:at (kon) X ZJ’_’ (113)
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—

FIGURE 1.13 — Mécanisme cinétique pour le ratchet de translocation. Nous proposons un
mécanisme en deux étapes successives : 1) La molécule d’ADN est captée par le nanopore
et est confinée a l'intérieur suivant le modele de succion avec une fréquence fg,.. 2) Deés
qu'une portion de la molécule d’ADN sort du nanopore, elle a une probabilité p,.; de
rencontrer un polycation dans son environnement proche, auquel cas les deux espéces
se lient par interaction électrostatique avec un taux d’association k,,, ce qui accélere la
translocation du reste de la molécule d’ADN encore confinée dans le nanopore avec une
fréquence k,.;. Dans le cas ou la portion d’ADN ne rencontre pas de polycation a la
sortie du nanopore (probabilité p.— = 1 — p,q), la translocation du reste de la molécule
d’ADN n’est pas accélérée et elle s’effectue avec une fréquence k7. La probabilité p,.; de
trouver un polycation a la sortie du nanopore est directement liée a la concentration en
polycation : plus cette concentration est élevée, plus la densité de polycations a la sortie
des nanopores est grande et par extension la probabilité de rencontre entre une portion
de la molécule d’ADN et le polycation.
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avec pt,; (kon) une fonction de k,, et p,/p_ le ratio de charges.
En injectant ’expression 1.13 dans 1’équation 1.12, nous obtenons alors I’expression
suivante pour la fréquence de translocation :

fo<f0><<1+Y><p+>, (1.14)

avec fy la fréquence de translocation en absence de polycations a la sortie des nanopores
et Y le rendement du ratchet précédemment introduit dans la partie 1.2.2, pour lequel
nous pouvons donner une expression plus détaillée selon 1’équation précédente :

k
Y = pt,, (ko) X (;.Ct - 1) . (1.15)

rat

La relation 1.14 nous permet de retrouver analytiquement la relation de proportion-
nalité entre le gain de fréquence de translocation par mécanisme de ratchet et le ratio
de charges, mise en évidence dans la figure 1.8. De plus, avec 'expression 1.15 pour le
rendement du ratchet Y, nous avons mis en lumiere I'influence du ratchet de translocation
sur ’étape de traversée et sortie de ’ADN déja confiné dans le nanopore ; le mécanisme de
ratchet n’abaisse pas la barriere d’entrée du nanopore (d’ou les effets négligeables observés
sur la pression critique), mais il accélére le transport de ’ADN dans le nanopore. Le ren-
dement du ratchet, d’apres son expression 1.15, correspond alors au ratio des fréquences
de traversée de 'ADN a travers le nanopore respectivement en présence et absence de
polycations a la sortie des nanopores.

1.5 Rendement de ratchet Y en fonction de la taille
du nanopore

Le premier parametre géométrique d’intérét pour notre étude est le rayon du nanopore.
Celui-ci définit le régime de confinement du polymere (voir section 3.2); en particulier,
si le diametre est inférieur a la longueur de persistance du polymere, alors le régime de
confinement est celui d’Odijk et le polymere forme des segments droits dans le nanopore ;
dans 'autre cas, le régime de confinement est celui de de Gennes et le polymere forme des
blobs. Dans notre étude, nous avons utilisé des nanopores d'un rayon compris entre 25 et
100 nm ; avec une longueur de persistance de 50 nm pour la molécule d’ADN, ces tailles
de nanopores placent le confinement dans un régime intermédiaire entre celui d’Odijk et
de de Gennes. Auger et coll.[299, 304] ont montré que le modele de succion, qui consideére
un régime de de Gennes, est applicable méme dans ce régime limite de confinement.

Pour étudier I'influence du rayon du nanopore sur le rendement du ratchet Y, nous
avons réalisé des expériences de translocation a pression variable dans deux conditions
distinctes : en absence de polycations (ratchet -) et en présence de polycations a ratio de
charges p, /p_ = 0,5 (ratchet +). Le polycation utilisé pour I’étude était du PEI et nous
avons appliqué un protocole semblable a celui décrit dans la section 1.1.1.

Pour faire varier le rayon des nanopores, nous avons employé des membranes track-
etched (Whatman Nucleopore) en polycarbonate de rayon variable : 25 nm, 40 nm, 50 nm
et 100 nm. Toutes les membranes a part celles de 100 nm ont une épaisseur de 6 pum ; celles
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de 100 nm ont une épaisseur de 10 um. Cette différence peut se révéler étre une source
de bruit supplémentaire pour des comparaisons de résultats entre les membranes de 100
nm de rayon et les autres. N'ayant pas d’autres gammes d’épaisseur de membrane, nous
n’avons pas pu quantifier cet effet en fonction de I'épaisseur de la membrane. Cependant,
comme nous le verrons dans la suite, nous n’avons pas observé de différences significatives
entre les membranes de 100 nm de rayon et les autres, laissant supposer que la différence
d’épaisseur ne joue qu’un role négligeable dans I'efficacité du ratchet de translocation. Pour
aller plus loin dans cette analyse, nous proposons que l'effet de la longueur du nanopore
(c’est-a-dire I’épaisseur de la membrane) ne joue pas de rdle durant 1'étape d’entrée du
polymere dans le nanopore, modélisée par le modele de succion, dans le cadre du modele
que nous avons proposé dans la section 1.4.3. En revanche, cette longueur est susceptible
de modifier la durée de la seconde étape de notre modele cinétique, correspondant a la
traversée du polymere confiné a travers le nanopore et son éjection du coté trans de la
membrane. On peut aisément penser qu'une longueur de nanopore plus grande entraine
une durée plus longue de translocation, que le polymere soit entrainé par 1’écoulement ou
qu’il diffuse dans le pore.

Pour chaque condition, nous avons répété les expériences un minimum de 4 fois. Les
résultats de ces mesures sont présentés dans la figure 1.14A.

Nous pouvons observer sur la figure 1.14A. que la fréquence de translocation évolue
avec la pression hydrodynamique imposée selon le modele de succion quel que soit le rayon
des nanopores, ce qui rejoint les observations réalisées par Auger et coll.[299, 304]. Cette
tendance est également observée pour les conditions avec PEI. A partir de ces mesures,
nous pouvons en tirer une estimation de la pression critique P, et la fréquence a la pression
critique f. pour chaque série de mesures a partir du modele de succion. Les résultats de
ces estimations sont résumés dans le tableau 1.5.

ratchet - ratchet +
Rayon (nm) || P. (mbar) | f. (107 s7!) || P. (mbar) | f. (107> s71)
25 85,1+1,1 47.6 +1,4 103,14+0,6 | 109,4+£1,7
40 11,9+0,2 69,7+ 2,3 13,3+£0,6 98,1+2,1
50 56+0,2 21,0+1,6 58+0,4 23,94+ 3,8
100 0,22+£0,01 9,7+0,7 0,17+0,02 | 10,1+1,8
TABLE 1.5

L’évolution de la pression critique avec le rayon des nanopores est conforme a la
prédiction du modele de succion dans le cadre d'un nanopore cylindrique, pour lequel la
résistance hydraulique Rpyq évolue comme Rp,q o< nR™L, avec 1 la viscosité du fluide,
L la longueur du nanopore et R son rayon. On observe ainsi une loi d’échelle entre la
pression critique et le rayon du nanopore avec un exposant -4 (Fig.1.15), ce qui rejoint a
nouveau les observations de Auger et coll.[299, 304].

De méme, la présence de PEI a la sortie des nanopores ne semble pas (ou peu) modifier
la dépendance de la pression critique associée aux nanopores avec le rayon de ceux-ci, dans
la gamme de ratio de charge testée, c’est-a-dire 0,5. On distingue juste une légere différence
entre les pressions critiques avec et sans PEI pour les nanopores de 50 nm, déja évoquée
auparavant dans la section 1.1.2; qui ne se retrouve pas pour les nanopores de plus grande
taille. Nous pouvons attribuer cette distinction a un simple effet de taille : une variation
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F1GURE 1.14 — A. Fréquence de translocation d’ADN X en fonction de la pression appliquée
a l'entrée des nanopores,; pour différents rayons R de pores sans PEI (ratchet -) et avec
PEI & un ratio de charges de 0,5 (ratchet +). Chaque série de courbes est ajustée par le
modele de succion (traits pleins : ratchet -; pointillés : ratchet +). L’incertitude sur les
données expérimentales est prise comme lerreur standard (95%) et les expériences sont
répétées un minimum de 4 fois. B. Méme que A. avec les abscisses normalisées par la
pression critique et les ordonnées normalisées par la fréquence a la pression critique ; ces
parametres ont été mesurés pour chaque série de données d’apres un ajustement par le
modele de succion.
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de quelques nanomeétres sur une taille de 50 nm sera plus visible que la méme variation
sur 100 nm ou 200 nm :

RN\ (R_—AR\™" AR
ke I ) R Y 1.1

avec R_ le rayon du nanopore sans agent de ratchet et AR ’épaisseur de la couche d’agents
de ratchet adsorbés sur les parois du nanopore, réduisant son rayon effectif.

2F I i T T | L |
107 $ Ratchet- |3
¢ ratchet + |1
_10'F ‘:
S [ 120
0 L
e L 100 |
v - = 80 F
a- 3
10°FE2] 3
Fa 40 b Linear: R = 0.9998 ]
20}
0 .
1 0 1o (nm‘4)2x10’6 3 $
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FIGURE 1.15 — Evolution de la pression critique P, en fonction du rayon du nanopore en
absence d’agents de ratchet (ratchet -) et en sa présence a un ratio de charge 0,5 (ratchet
+). (insert) pression critique en fonction du rayon des nanopores a la puissance -4.

Nous avons représenté sur la figure 1.14B. les données de la figure 1.14A. avec les
abscisses normalisées par la pression critique sans agents de ratchet associée a chaque
série de mesures ; les ordonnées ont de méme été normalisées par la fréquence a la pression
critique sans agents de ratchet. Avec cette normalisation, les données s’alignent selon un
modele de succion dont le préfacteur évolue comme 1 +Y X p, /p_.

Nous pouvons tres clairement observer que ces normalisations mettent en évidence une
indépendance du rendement du ratchet Y avec le rayon des nanopores car tous les points
s’organisent uniquement selon la présence ou non d’agents de ratchet. Plus précisément,
les courbes sans agents de ratchet peuvent étre ajustées avec un modele de succion dont le
préfacteur (ou fréquence a la pression critique) vaut 1 (avec les axes normalisés). Or, c¢’est
précisément la valeur attendue dans le cadre de notre modele cinétique en deux étapes pour
la translocation, nous estimons ce parametre comme 1+ Y X p, /p_; en absence d’agents
de ratchet, nous avons py/p_ = 0, ce qui meéne a un préfacteur égal & 1. En revanche,
pour les courbes en présence d’agents de ratchet (ratchet +), le préfacteur obtenu par
un ajustement des données par le modele de succion donne une valeur de 2,3. Avec cette
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valeur et connaissant le ratio de charges de 0,5, nous pouvons déduire un rendement de
ratchet d’environ 2,6, ce qui est en tres bon accord avec la valeur précédemment mesurée
pour le rendement du ratchet avec PEI a pH 7,6 (Tab.1.3).

Pour des valeurs de pression proches de P. (P/FP. ~ 1), nous observons un écart des
données au modele de succion, marqué notamment pour les nanopores de 50 nm et 100
nm de rayon. Les données expérimentales se regroupent sous la courbe du modele a ces
pressions, ce qui signifie que la fréquence de translocation est moindre que celle attendue
pour un entralnement des blobs suivant 1’écoulement, soit f o P. Il est possible que
cet écart observé soit le fruit d’un biais de la détection des événements de translocation
(flashs) a haute pression, ou le nombre d’événements devient conséquent et ou le risque
que plusieurs flashs se superposent et ne soient pas correctement détectés augmente, d’ou
la sous-estimation de la fréquence de translocation par rapport au modele de succion.

Pour compléter 1’étude de la dépendance entre le rendement de ratchet et le rayon des
nanopores, nous avons procédé a des expériences de translocation de molécules d’ADN A
a pression fixe et concentration en polycation (PEI) variable, avec des nanopores de rayon
25 nm, 40 nm et 100 nm, selon le protocole décrit dans la section 1.2.3. Les résultats de
ces mesures sont présentés dans la figure 1.16.

¢ R=25nm
081 § R=40nm I
R =100 nm ¢
0.6F : ]
H_O
= i 36
< 04rf ) 3.2 T
¢ 2.8
$ .2 {
2.4 }
0.2t $ , 1
1.6
20 40 60 80 100 120
O" . . . . . . R (nm) .
0 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

P,/ p.

FIGURE 1.16 — Gain de fréquence de translocation par mécanisme de ratchet en fonction
du ratio de charges pour des nanopores de différents rayons. L’incertitude sur les données
est prise comme 'erreur standard (95%). Pour chaque condition, I'expérience est répétée
au minimum 4 fois. (insert) Rendement du ratchet Y en fonction du rayon du nanopore.

Nous observons sur la figure 1.16 que le gain de fréquence de translocation par mé-
canisme de ratchet Af/fy évolue de maniere semblable indépendamment de la valeur
du rayon des nanopores, au moins pour la gamme étudiée ici (25-100 nm). Les données
expérimentales se superposent pour les trois courbes présentées dans le graphique, avec
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une évolution linéaire du gain de fréquence par rapport au ratio de charges comme nous
I’avons observé précédemment dans la section 1.2.4. La mesure de la pente de cette rela-
tion linéaire correspond au rendement du ratchet Y et vaut environ 2,4 pour les trois séries
de mesures (rayon de 25/40/100 nm) (Fig.1.16-insert) ; les valeurs exactes sont résumées
dans le tableau 1.6. A nouveau, cette valeur pour le rendement du ratchet est en accord
quantitatif avec la mesure réalisée précédemment lors de 1'expérience a pression variable
et concentration en polycations fixe ainsi que les mesures réalisées dans la section 1.3.

Rayon (nm) Y
25 2.42 % 0.08
40 2.52 £ 0.06
100 2.38 £0.03

TABLE 1.6 — Evolution du rendement de ratchet avec le rayon du nano-
pore. Les incertitudes sont obtenues par une méthode du jackknife sur
les données expérimentales de la figure 1.16 (95%).

Pour résumer, nous avons mis en évidence dans cette section 'indépendance du ren-
dement du ratchet avec le rayon du nanopore. L’accélération de la translocation par le
mécanisme de ratchet a la sortie des nanopores ne semble pas liée au rayon des nanopores
dans le régime de confinement étudié ici.

1.6 Rendement de ratchet Y en fonction de la lon-
gueur de la molécule d’ADN

Le second parametre géométrique que nous avons étudié est la longueur des molécules
d’ADN en translocation. Dans le modele du ratchet de translocation, le substrat en trans-
location est généralement considéré comme infiniment long, ce qui permet d’atteindre un
régime stationnaire pour la vitesse de translocation. Dans ce cas idéal, la vitesse de trans-
location ne dépend pas de la longueur de substrat ayant déja réalisé la translocation, se
trouvant alors du c6té trans de la membrane. Or, nous avons vu dans la section 3.3.3,
dédiée au modele de la propagation de tension, que la vitesse de la translocation, donc
sa durée également, dépendent grandement de la longueur de la molécule d’ADN. Plus
précisément, selon le régime de forcage, la durée de la translocation évolue avec le nombre
de monomeres a la puissance 1+ v a forgage supérieur a kgT'/(N"a) et 2v pour un forcage
inférieur & cette valeur (dans le modele de Zimm, voir la section 3.3.3).

Le modele de succion, décrivant la barriere d’énergie libre pour le confinement du
polymere a 'entrée du nanopore en présence d’un forgage (voir section 3.3.4), ne montre
pas de dépendance de la barriere d’énergie libre avec la longueur du polymere. Ceci peut
se comprendre facilement avec le fait que la barriere d’énergie de confinement du polymere
a l'entrée du nanopore est seulement définie par le cofiit entropique de confinement (soit le
rayon du nanopore) et ’amplitude du forgage, qui fournit I’énergie nécessaire pour franchir
la barriere d’énergie. Le reste du polymere a I’entrée du nanopore n’intervient pas sur cette
barriere, donc sa longueur ne modifie pas la hauteur de la barriere d’énergie libre. Par
conséquent, l'effet de la longueur du polymere sur la fréquence de translocation est attendu
sur la fréquence a la pression critique f.; pour rappel, dans le modéle de succion présenté
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dans I’étude de Auger et coll.[299], 'expression de la fréquence de translocation f évolue

de la maniére suivante :
Pc

f(P)= fcge_P. (1.17)

Pour mettre en lumiere la dépendance du rendement du ratchet Y avec la longueur des
molécules d’ADN N (en nombre de paires de bases), nous avons réalisé des expériences
de translocation a pression fixe et concentrations en polycations variables. Le protocole
de cette expérience est analogue a celui décrit dans la section 1.2.3. Le polycation utilisé
pour ces expériences est le PEI (M. w. 60 0000 g/mol, Acros Organics) a des ratios de
charges compris entre 0 et 0,35. Les molécules d’ADN utilisées dans ces expériences sont
les suivantes (Fig.1.17) :

— ADN ) (ThermoFisher Scientific™) : ADN linéaire double brin (48 502 bp) issu du
bactériophage lambda (infectieux pour la bactérie Escherichia coli, inoffensif pour
I'humain). L’ADN X dispose d’extrémités 5’ simples brins complémentaires sur une
longueur de 12 bp, ce qui lui permet une cyclisation spontanée.

— ADN )\/HindIIT (New England Biolabs) : ADN X digéré par 'enzyme de restriction
HindIII en 8 fragments de tailles comprises entre 125 bp et 23 130 bp. La moyenne
pondérée des fragments est de 14 300 bp; c¢’est cette valeur que I'on considere dans
cette étude lorsque PTADN A\ /HindIII est utilisé.

— ADN T4 GT7 (NIPPON GENE) : ADN linéaire double brin (166 kbp) issu du
bactériophage T4 GT7. Il s’agit de ’ADN de plus haut poids moléculaire utilisé
dans cette étude.

— ADN ©X174 RF II (New England Biolabs) : ADN linéaire double brin (5 386 bp).
— ADN pNEB206A (New England Biolabs) : ADN linéaire double brin (2 706 bp).
— ADN pCLIP;-H2B (New England Biolabs) : ADN circulaire double brin (6 249 bp).
— ADN pKLAC2 (New England Biolabs) : ADN circulaire double brin (9 107 bp).

— échelle ’ADN (New England Biolabs) : ADNs linéaires double brins (100 bp jusqu’a
1 517 bp - moyenne a 710 bp).

Parmi ces molécules, nous trouvons des molécules d’ADN linéaires et circulaires (toutes
sont double brins). Nous nous permettons de comparer ces molécules topologiquement dif-
férentes car le confinement que nous imposons (50 nm pour les rayons des pores) est tres
supérieur a ’épaisseur de la molécule ’ADN (2 nm pour une molécule d’ADN double
brins). Alizadehheidari et coll.[374] ont montré que les molécules d’ADN double brins
circulaires suivent les prédictions du modele de blobs de de Gennes ainsi que celles du
régime d’Odjik, selon 'amplitude du confinement. Par conséquent, nous pouvons nous
attendre a un comportement similaire entre les molécules linéaires et circulaires par rap-
port au mécanisme de ratchet de translocation, d’ou le choix d’employer les deux types
de molécules pour notre étude. En revanche, il est nécessaire de considérer pour les mo-
lécules circulaires une longueur de contour correspondant a la moitié de leur périmetre,
comme nous ’avons schématisé sur la figure 1.17, imposée par la fermeture topologique
de la molécule. De plus, nous ferons I’hypothese que les échantillons d’ADN circulaires ne
contiennent pas (ou en proportions négligeables) de molécules surenroulées.

Avec cet ensemble de molécules, nous avons une gamme de longueur d’ADN allant de
710 bp jusqu’a 166 kbp. La borne inférieure est définie par une échelle d’ADN g’étalant
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de 100 bp a 1517 bp, dont la moyenne pondérée est a 710 bp; c¢’est cette derniere valeur
que nous avons retenu pour cet échantillon d’ADN.

ADN linéaire PRSI ARSI L = aN

XS

ADN circulaire (@ o~ X
2.5 Y,

S R T T DED
EREIRERNET S

L.=a.N/2

EITR_RETZ

ADN T4 GT7: 166 kbp ADN pKLAC2:9,1 kbp
ADN A : 48,5 kbp ADN pCLIP-H2B: 6,2 kbp
ADN MHindlll : 14,3 kbp
ADN OX174 RF Il : 5,4 kbp
ADN pNEB206A : 2,7 kbp
Echelle d'ADN: 710 bp

FIGURE 1.17 — Liste des molécules d’ADN utilisées dans nos expériences de transloca-
tions et tailles respectives (en nombre de paires de bases). Les molécules sont toutes
double brins. La longueur de contour est ici illustrée pour les molécules d’ADN linéaires
et circulaires.

Pour chaque échantillon d’ADN, nous réalisons I’expérience de translocation a pression
fixe dont le protocole est détaillé dans la section 1.2.3. Le polycation utilisé est le PEI
et les pores ont un rayon de 25 nm. Pour chacune de ces expériences, nous avons mesuré
le gain de fréquence de translocation par mécanisme de ratchet Af/f; en fonction du
ratio de charges. L’expérience a été réalisée au minimum 4 fois, puis nous avons mesuré
le rendement du ratchet Y sur la moyenne de ces réalisations. Le résultat de ces mesures
est présenté dans la figure 1.18A.

Nous pouvons observer sur la figure 1.18A que le gain de fréquence de translocation
par mécanisme de ratchet Af/fy suit une relation linéaire avec le ratio de charge p, /p_
pour tous les échantillons d’ADN. En revanche, le coefficient directeur de cette relation,
a savoir le rendement du ratchet Y, est variable selon la longueur des molécules d’ADN ;
les valeurs de Y selon la longueur de contour des échantillons d’ADN (exprimée en paires
de bases) sont regroupées dans le tableau 1.7.

Il est important de noter ici que, contrairement a la constante de dissociation Ky et le
rayon du nanopore, la longueur de contour de la molécule d’ADN joue un réle important
dans l'efficacité du ratchet de translocation et modifie sa valeur. Ainsi, il semblerait que
Iefficacité du ratchet de translocation ne dépende pas de la géométrie du pore ou de
I’agent de ratchet mais seulement du substrat en translocation.

L’évolution du rendement du ratchet Y en fonction de la longueur de contour des
échantillons d’ADN est présentée dans la figure 1.19A. Sur cette figure, nous pouvons
observer que le rendement de ratchet est tres faible pour des molécules d’ADN de moins
de 3 kbp. Il semblerait que la présence d’agents de ratchet a la sortie des nanopores
ne déclenche pas de mécanisme de ratchet de translocation pour des molécules de taille
inférieure a 3 kbp. Au contraire, au-dela de 3 kbp, le rendement du ratchet voit sa valeur
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FIGURE 1.18 — A) Gain de fréquence de translocation par mécanisme de ratchet en fone-
tion du ratio de charges pour des molécules d’ADN double brin de longueur de contour
variable. L’incertitude sur les données est prise comme l'erreur standard (95%). Pour
chaque condition, I'expérience est répétée au minimum 4 fois. B) Méme figure que A mais
avec les ordonnées normalisées par le nombre de bases de chaque molécule d’ADN a la
puissance —v, avec v = (.6.
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L. (kbp) Y
0,710 | 0,67 +0,03
2,7 0,07 + 0,04
3.1 9,20 + 0,09
46 |10,2040,06
5.4 9,80+ 0,16
14,3 | 5,00+0,05
48,5 | 2,4240,08
166 1,18 40,01

TABLE 1.7 — Evolution du rendement de ratchet avec la longueur de
contour des échantillons d’ADN. Les incertitudes sont obtenues par une
méthode du jackknife sur les données expérimentales de la figure 1.18

(95%).

bondir fortement pour atteindre un maximum entre 3 kbp et 5 kbp. Par exemple, pour
une molécule d’ADN de 3 100 bp, le rendement du ratchet vaut 9,20 + 0,09 alors que
cette valeur tombe a 0,07 £ 0,04 pour des molécules d’ADN de 2 700 bp.

Au-dela de cette longueur critique de 3 000 bp, nous observons une loi de puissance
entre le rendement du ratchet Y et la longueur des molécules d’ADN avec une puissance
—0,60 + 0,02 (Fig.1.19A). Cette tendance est observée sur deux ordres de grandeurs
et semble robuste. Nous avons repris les résultats de la figure 1.18A en normalisant les
ordonnées par N~%6_ avec N la longueur de contour des échantillons d’ADN. Le résultat
de cette normalisation est présenté dans la figure 1.18B. Nous observons un regroupement
des données expérimentales autour d’'une courbe maitresse pour les échantillons d’ADN
de longueur supérieure a 3 kbp, venant confirmer les observations faites sur les mesures de
rendement du ratchet. De la méme maniere, en normalisant le rendement de ratchet Y par
N~%6 (Fig.1.19B), nous observons un plateau pour des longueurs de contour supérieures
a 5 kbp, avec une transition située entre 3 kbp et 5 kbp.

1.6.1 Modele phénoménologique du ratchet de translocation

Pour rendre compte de nos observations expérimentales concernant la loi d’échelle
entre le rendement de ratchet Y et la longueur des molécules d’ADN, nous avons développé
un modele phénoménologique pour les deux régimes observés dans la figure 1.19 avec pour
longueur critique 3 kbp.

Cas N > 3 kbp

Nous avons mis en évidence une loi d’échelle entre le rendement de ratchet Y et la
longueur de la molécule d’ADN N pour une longueur critique N* = 3 kbp, avec Y
N=96 Cet exposant n’est pas sans rappeler la valeur de I'exposant de Flory pour un
polymere en bon solvant, v = 3/5. A partir de ce constat, nous avons développé un
modele phénoménologique reliant le rendement de ratchet Y a la longueur N de la molécule
d’ADN.

Nous reprenons ainsi ’expression du rendement de ratchet Y défini a partir de notre
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FI1GURE 1.19 — Effet de la longueur de la molécule d’ADN sur le ratchet de translocation :
A) Rendement du ratchet Y en fonction de la longueur de contour des molécules d’ADN.
L’incertitude sur les données est prise comme 'erreur standard (95%). Pour chaque condi-
tion, 'expérience est répétée au minimum 4 fois. (insert) Détail de la courbe pour des mo-
lécules d’ADN d’une longueur de contour supérieure a 4 kbp. B) Idem, avec les rendements
de ratchet normalisés par N7%, ou v = 0, 6. Les lignes entre les points expérimentaux ont
été ajoutées pour guider la lecture des graphes.
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modele cinétique (1.15) dans la section 1.4.3 :

kT‘(l
Y =pt,, (ko) ¥ (kt — 1) : (1.18)

rat

avec pf,, une fonction de k,, (le taux d’association entre I’agent de ratchet et la molé-
cule ’ADN) donnant la probabilité de rencontre d’un agent de ratchet avec une portion
d’ADN a la sortie du nanopore, qu'on prendra de ce fait de U'ordre de I'unité; k,..; et k4
sont respectivement les fréquences de translocation d’une molécule d’ADN a travers un
nanopore en présence et en absence d’agents de ratchet a la sortie des nanopores, soit un
mécanisme de ratchet de translocation ou non. Dans ce schéma, nous considérerons donc
que le rendement de ratchet Y est de l'ordre du rapport entre k.. et k.7 :

krat
Y >~ —. 1.19
. (1.19)

rat

Nous faisons ensuite les hypotheses suivantes concernant les mécanismes prédominants
pour la translocation en présence et en absence de ratchet de translocation, qui constituent
la base de notre modele phénoménologique :

— En absence de ratchet de translocation, la translocation du polymere s’effectue par
un mécanisme de diffusion a l'intérieur du nanopore. Dans ce schéma, la translo-
cation est considérée comme terminée lorsque le centre de masse du polymere a
traversé 'entiereté du nanopore, soit une longueur L (Fig.1.20A).

— En présence de ratchet de translocation, I’agent de ratchet exerce une tension dans la
chaine de monomeres qui se transmet progressivement a chaque monomere jusqu’a
I'entrée du nanopore. La translocation se trouve ainsi accélérée (Fig.1.20B).

Le temps typique de translocation en absence de ratchet se calcule aisément a partir du
coefficient de diffusion D du polymere. Pour la diffusion du centre de masse du polymere,
nous avons la relation suivante :

kT
Nna’

ou 7 est la viscosité dynamique du milieu, N est le nombre de monomeres et a leur longueur

(nous considérerons des monomeres de Kuhn, soit a = 2L,, ~ 100 nm pour une molécule

d’ADN dans les conditions de 1'expérience).
Nous avons alors le temps de diffusion 7.7 du centre de masse du polymere a travers

le nanopore donné par la relation suivante (Fig.1.20A) :

D «x

(1.20)

L?>Nna
——

= . 1.21
rat ]i]BT ( )

En présence d’agents de ratchet a la sortie des nanopores, une tension est générée dans
la chaine de monomeres lors de I'association des agents de ratchet a la molécule d’ADN a
la sortie des nanopores. Dans ce schéma, nous pouvons reprendre le formalisme développé
dans le modele de propagation de tension (voir section 3.3.3) pour le transposer a la
sortie de la molécule d’ADN du nanopore. En effet, avec ce formalisme, la translocation
de la molécule est dominée par le temps de propagation de la tension jusqu’a 'extrémité
de la chaine de monomeres & lentrée du nanopore (Fig.1.20B). Ainsi, la durée de la
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T_ = (LNna)/k,T

diffusion
a travers le pore

de ratchet

F1GURE 1.20 — Modele phénoménologique du ratchet de translocation pour N > 3 kbp :
A) En absence d’agent de ratchet a la sortie des nanopores, la translocation du polymere
s’effectue selon un processus de diffusion a travers le pore. La translocation est consi-
dérée comme terminée lorsque le centre de masse du polymeére a parcouru l'intégralité
du nanopore. B) En présence d’agent de ratchet & la sortie des nanopores, ’association
entre 'agent de ratchet et le polymere engendre une force de tension dans la chaine de
monomeres qui se transmet progressivement jusqu’au début de la chaine a l'entrée du
nanopore. Selon la théorie de la propagation de tension, la durée de la translocation est
dominée par le temps de propagation de la tension dans la chaine.
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Chapitre 1. Translocation d’ADN par mécanisme de ratchet de translocation

translocation en présence d’'un mécanisme de ratchet de translocation est donnée par la
relation suivante issue du raisonnement développé dans la section 3.3.3 :

~ > 1/v-2
ﬂutmﬂﬁ

Nt (1.22)

ou Tq correspond a la durée de translocation normalisée par le temps de relaxation
caractéristique d'un monomere, soit na®/(kgT); fo correspond & la force générée par
le ratchet de translocation et adimensionnée par kgT'/a. Dans le cadre du ratchet de
translocation, nous prendrons cette force de 'ordre de I'unité.

Nous en déduisons alors la durée de translocation en présence d’'un ratchet de trans-

location comme (Fig.1.20B) :
3

na 1+v
ot = —— NV, 1.23
Trat kT ( )

A partir des relations (1.19), (1.21) et (1.23), nous pouvons établir la relation suivante
pour l'expression du rendement de ratchet Y :

kra — L\?
y = “rat _ Tral _ <) N, (1.24)
kﬁg Trat a

Nous retrouvons ainsi la loi d’échelle avec exposant —v observée expérimentalement
entre le rendement de ratchet Y et la longueur de Conto%r de la molécule d’ADN N.
Ce modele fait également apparaitre un préfacteur en (%) qui n’est pas sans rappeler
I’expression de l'efficacité du ratchet de translocation détaillée dans la section 1.3.2, ou
le rapport entre le temps de translocation sans ratchet et avec ratchet s’exprime comme
le rapport L/d, avec 0 le pas du ratchet, a la différence prés que nous obtenons une
dépendance quadratique pour ce rapport.

Dans le cas de ’ADN ), en prenant la taille d’'un monomere comme celle du monomere
de Kuhn (100 nm), nous avons N ~ 165 monomeres ; la longueur des nanopores est égale
a 6 pm pour des nanopores de 50 nm de diametre. Avec ces valeurs numériques et d’apres
I’expression du rendement de ratchet Y développée dans notre modele phénoménologique,
nous obtenons une valeur numérique de 168 pour le rendement de ratchet Y, contre
2,4 pour nos mesures expérimentales. Avec la formule L/§ développée dans le modele
classique du ratchet de translocation, nous obtenons une valeur de 60 pour ce rendement
de ratchet (en prenant le pas du ratchet comme égal a la taille d'un monomere). Dans les
deux cas, la valeur numérique donnée par les modeles est plus grande que celle observée
expérimentalement avec un facteur de 10-100. Cet écart observé pourrait provenir de
facteurs numériques manquant ou d’une association imparfaite entre le substrat et les
agents de ratchet (cas du ratchet imparfait, voir section 1.3.2). Nous verrons cependant
dans la section suivante que la relation (1.24) conduit a une valeur numérique en tres bon
accord avec les résultats expérimentaux lorsqu’on remplace dans cette formule le rapport
L/a par L/d, dans le cadre du modele développé dans la suite.

Au-dela de la discussion sur la loi d’échelle entre le rendement de ratchet Y et le
rapport L/a, nous avons montré la dépendance non-linéaire de ce rendement avec la
longueur de contour N de la molécule d’ADN évoluant selon un exposant -0,6. Cette
dépendance n’est pas prédite par la modele classique du ratchet de translocation et peut
étre attribuée a un effet spécifiquement lié a la nature de polymere du substrat. Cependant,
nous avons vu dans le chapitre 2 que les polymeres biologiques (protéines, ADN, ARN)
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1.6. Rendement de ratchet Y en fonction de la longueur de la molécule d’ADN

constituent I'essentiel des molécules utilisant des mécanismes de ratchet de translocation
pour traverser des pores biologiques. Par conséquent, ce facteur N~ pourrait se révéler
essentiel pour appréhender I'efficacité du transport par ratchet de translocation, qui serait
sur-évaluée sans cette dépendance.

Cas N < 3 kbp

Nous avons observé sur la figure 1.19 'existence d’une taille critique pour la longueur
de contour de la molécule d’ADN d’environ 3 kbp, en-dessous de laquelle nous n’observons
pas d’effet de ratchet, ce qui est représenté dans cette figure par un rendement de ratchet
Y quasi-nul.

Cette valeur de 3000 bp n’est pas sans rappeler la longueur d’une boucle d’ADN pour
laquelle I'énergie élastique Ejyp vaut celle de 1'énergie kT du bain thermique[407] :

Buooy _ o5 > Ly _ 3000

kBT N [ Nbp ’

(1.25)

avec L, la longueur de persistance de I’ADN, 1 la longueur de la boucle et N, le nombre
de bases correspondant (en prenant 0,34 nm pour la taille d’une base).

Dans ce schéma, le mécanisme de ratchet de translocation ne serait effectif que si la
portion d’ADN a la sortie des nanopores est capable de former spontanément une boucle.
Nous pouvons alors envisager le mécanisme suivant pour déclencher 'effet de ratchet de
translocation (Fig.1.21) :

— Lorsque la molécule d’ADN s’échappe du pore a sa sortie, il existe une probabilité
qu'un agent de ratchet vienne s’associer a une portion de cette molécule d’ADN ;
cette association ne déclenche pas l'effet de ratchet de translocation.

— Avec les fluctuations de conformations alimentées par le bain thermique, il existe une
probabilité de croisement entre la molécule d’ADN et sa portion associée a I'agent
de ratchet, ce qui conduit a la formation d’une boucle d’ADN stabilisée par I'agent
de ratchet. Une fois formée, la boucle active I'effet de ratchet de translocation et les
portions d’ADN extrudées du nanopore viennent se coller sur la boucle initiale, a la
maniere d'un "nano-enrouleur".

Ce modele mécanique permettrait d’expliquer I'existence de la longueur critique pour
la longueur de contour pour activer 'effet de ratchet de translocation. Il est important
de noter que cette longueur critique n’est jusqu’ici jamais apparue dans un modele de
ratchet de translocation et semble propre a la nature polymere de la molécule d’ADN.

Nous pouvons détailler I’énergie libre d’'une boucle d’ADN en ajoutant au terme en-
thalpique précédent un terme d’origine entropique correspondant au cotit entropique de
formation d’une boucle d’ADN. Ce terme s’exprime de la maniere suivante [407] :

3
ASloop = k?BT X 5111 (Nbp> . (126)

A partir des relations (1.25) et (1.26), nous pouvons établir 'expression de I’énergie
libre de formation d'une boucle d’ADN d’une longueur de Ny, (en nombre de bases) :

AF 3000 3
— = —In (Ny,) . 1.27
kBT Nbp + 2 n( bp) ( )
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prmation spontanée
d'une
boucle d'ADN

FI1GURE 1.21 — Modele du ratchet de translocation par formation d’une boucle d’ADN &
la sortie des nanopores stabilisée par 1’agent de ratchet.

La probabilité de formation d’une boucle d’ADN d’une longueur donnée s’obtient ensuite
d’apres le facteur de Boltzmann exp(—AF,.,/kpT). Son évolution est présentée dans la
figure 1.22.

Le minimum de ce profil d’énergie libre se situe autour de 2000 bp (Fig.1.22), avec une
forte augmentation de la probabilité de formation de boucle d’ADN a partir de 500 bp. En
comparaison de nos mesures de rendement de ratchet en fonction de la longueur de contour
des molécules d’ADN;, le profil d’énergie libre détaillé ci-dessus induirait une augmentation
du rendement de ratchet plus précoce, avec un effet observé des 2000 bp, ce qui n’est
pas le cas dans nos expériences (Fig.1.22). De plus, 'augmentation du rendement de
ratchet expérimental est plus brutale que celle prédite par le profil d’énergie libre, avec une
transition tres nette autour de 3000 bp (Fig.1.19B). Nous attribuons ces différences a la
nature hors-équilibre de notre systeme. En effet, I’expression précédente du profil d’énergie
libre est valide a I’équilibre thermodynamique. Or, dans notre systeme expérimental, la
molécule d’ADN est en pleine translocation ; par conséquent, ses conformations possibles
ne suivent pas le profil d’énergie libre a I’équilibre. Nous pouvons dés lors nous attendre a
une distribution de tailles de boucles moins lisse gouvernée sous controle cinétique. Dans
ce schéma, il est probable quune boucle ne se forme spontanément que si sa contribution
enthalpique est compensée par ’énergie du bain thermique, d’ou la longueur de 3000 bp
observée expérimentalement.

Dans le cadre de ce modele, nous pouvons définir une taille effective du pas du ratchet
de translocation comme la longueur de la boucle d’ADN : des qu’'une longueur équivalente
d’ADN est extrudée du nanopore, celle-ci est "enroulée" autour de la boucle principale et
ne peut alors plus rétro-diffuser a 'intérieur du nanopore, ce qui constitue un mécanisme
de ratchet de translocation. Avec un seuil critique de 3000 bp, nous en déduisons un pas
de ratchet effectif d’environ 1000 nm. A présent, si nous reprenons la formule (1.24) du
rendement de ratchet établie dans la section 1.6.1, en remplagant le rapport L/a par L/
(avec § le pas du ratchet au lieu de la longueur a d’un monomere de Kuhn), nous obtenons
une valeur de 1,6 pour le rendement de ratchet Y, ce qui est en tres bonne approximation
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FIGURE 1.22 — Probabilité de formation d’une boucle d’ADN d’apres le profil d’énergie
libre décrit dans la relation (1.27) (en unité arbitraire). L’évolution expérimentale du
rendement de ratchet (normalisé par N~°6) est présentée pour comparaison. Les lignes
entre les points expérimentaux ont été ajoutées pour guider la lecture des graphes.

avec sa valeur expérimentale. Ainsi, I’hypothese d’un effet de ratchet de translocation
déclenché par la formation d'une boucle d’ADN semble une hypothese raisonnable en
regard des estimations numériques pour le seuil de 3000 bp observé ainsi que pour la
valeur du rendement de ratchet Y.

Selon notre modele, il semblerait que la formation de boucles d’ADN plus petites
entralne un seuil de déclenchement du ratchet de translocation plus petit ainsi qu'un
rendement de ratchet plus grand (donné par le rapport L/d). Dans la nature, il existe des
protéines capables de générer des boucles d’ADN, comme la cohésine ou les ligases[408,
409]. 11 est plausible que de telles moteurs moléculaires puissent intervenir lors de la
translocation de biomolécules a travers des pores biologiques et participer a la réussite de
ce processus par formation de boucles ou structures secondaires agissant comme agents
de ratchet. En particulier, nous avons vu dans la section 2.2.1 qu’'un grand nombre de
translocons présentent des molécules de la famille Hsp70 & leur sortie chargées de capter
les molécules en translocation. Ces molécules sont capables de modifier la conformation
des protéines par activité ATPase. Nous pouvons alors envisager que la formation d’une
structure secondaire rigide, comme une boucle, puisse induire un mécanisme de ratchet
de translocation a la maniere de celui observé dans nos expériences.

1.6.2 Observation des boucles d’ADN par pinces optiques

Pour observer l'effet de 'association d’un polycation sur la structure des molécules
d’ADN, nous avons réalisé des expériences d’étirement de molécules d’ADN par pinces
optiques en présence de polycations en solution. Ces expériences se sont déroulées sur deux
journées en février 2020 au sein des locaux de la société Lumicks basée & Amsterdam. Nous

199



Chapitre 1. Translocation d’ADN par mécanisme de ratchet de translocation

avons utilisé leur systeme commercial de pinces optiques C-Trap, qui combine des pinces
optiques et un microscope confocal au sein d’un dispositif micro-fluidique intégré.

Systéme expérimental

A T'aide du systeme C-Trap, nous avons piégé une molécule I’ADN X entre deux
pieges optiques. L’ADN est biotinylé a ses deux extrémités, ce qui permet de le lier a des
micro-billes de polystyrene couvertes de streptavidines ; les micro-billes sont piégées par les
pinces optiques, ce qui permet de manipuler la molécule d’ADN (Fig.1.23). En modifiant
I’écart entre les deux billes, nous pouvons étirer la molécule d’ADN et mesurer la force
de tension associée, ce qui permet de sonder la conformation de la molécule d’ADN. Plus
précisément, dans sa conformation B (conformation classique de ’ADN double brin, en
forme de double hélice de 2 nm de diameétre avec 0,34 nm par bases), I’étirement de ’ADN
a faible force (<65 pN) est bien décrit par le modele Worm Like Chain (voir section 3.1.2).
A partir de 65 pN, les liaisons entre bases complémentaires sont rompues, ce qui donne
lieu a un plateau de force lorsque I'étirement s’accroit. Ainsi, en dessous de 65 pN, tout
écart au modele Worm Like Chain peut s’interpréter comme un indice de la présence
d’une structure spécifique dans la molécule d’ADN.

Poly-L-lysine

+ SYTOX™

FI1GURE 1.23 — Représentation schématique de 'expérience de pinces optiques : une molé-
cule d’ADN X\ marquée au Sytox et piégée entre deux pieges optiques est étirée en présence
de molécules de poly-L-lysine en solution. La force de tension est mesurée au cours du
temps ainsi qu’une acquisition d’images par microscopie confocale.

Nous avons ajouté en solution avec ’ADN piégé des molécules de poly-L-lysine (M. w.
150 000-300 000 g/mol) analogues a celles utilisées pour nos expériences de translocation
(voir section 1.3), en exces (Fig.1.23). Nous avons laissé le systeme s’équilibrer pendant 5
minutes avant de débuter les expériences d’étirement de ’ADN. La molécule d’ADN a été
préalablement marquée au Sytox Orange, ce qui permet sa visualisation par microscopie
confocale durant l’expérience d’étirement. Avec ce dispositif, nous avons pu comparer
la force de tension dans la molécule d’ADN a une longueur d’étirement donnée a sa
fluorescence émise. La figure 1.24 présente le résultat de ces mesures.
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FIGURE 1.24 — Evolution temporelle de la force de tension (normalisée) le long de la
molécule d’ADN X et de I'intensité de fluorescence (normalisée) du point lumineux appa-
raissant durant la phase de relachement de la tension ; le kymographe de I’expérience est
présenté en comparaison. De la poly-L-lysine est présente en exces avec I’ADN.

Résultats

La figure 1.24 montre I’évolution temporelle de la force de tension mesurée dans la
molécule d’ADN pour trois cycles successifs d’étirement-relaxation a vitesse constante.
L’¢longation minimale est de 5 pum contre 17,6 pm pour 1’élongation maximale. Nous
avons tracé en comparaison du profil temporel de force un kymographe de 'expérience. Ce
kymographe est obtenu en moyennant spatialement l'intensité lumineuse de fluorescence
le long d’une ligne tangente a la molécule d’ADN pour chaque image de la vidéo. Les
zones rouges correspondent aux positions des billes.

Nous pouvons observer I'apparition d'un plateau de force lors de la phase d’étirement
pour une valeur de 28 pN, marqué par une succession de dents de scie et reproductible d’un
cycle d’étirement a I'autre. Ce plateau de force étant bien en-dessous de la valeur de 65 pN,
pour laquelle les liaisons entre bases complémentaires sont rompues, les dents de scie de
la courbe peuvent s’interpréter comme des ruptures locales de structures d’ADN, libérant
ainsi des portions d’ADN venant accroitre progressivement la longueur de contour de la
molécule. Ce type de courbe n’a été observé qu’en présence de poly-L-lysine en solution
(Fig.1.25), nous pouvons alors attribuer les plateaux de force a la présence du polycation.

Lors de la phase de relaxation, la force varie initialement selon le modele Worm Like
Chain avant de changer brutalement de pente pour une force de 10 pN, en-dessous de
laquelle la courbe de force présente un profil décroissant en dents de scie. Ce profil est
reproductible d’un cycle d’étirement-relaxation a I'autre. A nouveau, ce type de courbe
n’a été observé qu’en présence de poly-L-lysine.

Le kymographe présenté dans la figure 1.24 fait apparaitre un point lumineux dans la
structure de ’ADN lors de la phase de relaxation, dont 'intensité lumineuse croit avec
la relaxation puis décroit et finit par disparaitre lors de la phase d’étirement. Nous avons
mesuré 1’évolution temporelle de 'intensité lumineuse de ce point lumineux deés que son
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F1GURE 1.25 — Force de tension en fonction de I'extension entre les deux billes pour ’ADN
A en absence de PLL. Les données sont ajustées par le modele Worm Like Chain avec les
parametres suivants : L. = (16,2 +0,1) ym et L, = (49,2 +1,7) nm.

intensité dépassait le seuil de bruit de 'expérience (20 au-dessous de la moyenne du bruit),
prise comme le maximum sur un disque de 8 pixels de diameétre centré a la main autour
du point lumineux. Le résultat de ces mesures est présenté en comparaison des mesures
de force.

Lorsqu’on compare les évolutions temporelles de la force de tension et de I'intensité du
point lumineux le long de ’ADN, il apparait clairement que le point lumineux apparait
a partir de 10 pN lors de la phase de relaxation, c’est-a-dire avec 'apparition du profil
en dents de scie attribué a la présence des polycations. L’intensité lumineuse du point
augmente ensuite pour atteindre son maximum lorsque I’extension de la molécule ’ADN
est la plus faible. L’intensité lumineuse décroit ensuite avec la phase d’étirement pour
finalement disparaitre lorsque la force de tension atteint son plateau a 28 pN. Ainsi, 'ap-
parition et la disparition du point lumineux semblent parfaitement corrélées a I’apparition
du profil en dents de scie lors de la relaxation et de I’étirement, que nous avons attribué
a l'interaction entre ’ADN et la poly-L-lysine.

A partir de ces observations, nous en déduisons que la présence de la poly-L-lysine en
solution avec I’ADN induit a faible force (inférieure & 10 pN) la formation de structures
d’ADN compactes dont la présence est marquée par 'apparition d’un point lumineux
dans nos expériences. La nature ponctuelle de ce point lumineux semble indiquer que ces
structures sont toutes rassemblées a un méme endroit le long de 'ADN. Le polycation
servirait ainsi de centre de nucléation de ces structures compactes, a la maniere d’un
"nano-enrouleur". Lorsque la force de tension atteint 28 pN, ces structures sont rompues,
ce qui donne lieu au profil en dents de scie observé, chaque dent correspondant a un
événement de rupture d’une de ces structures. A l'inverse, les dents de scie observées lors
de la phase de relaxation correspondent a des événements de nucléation de ces structures.

Une étude de van den Broek et coll.[410] avait déja décrit 'apparition d’un point lu-
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mineux similaire sur une expérience analogue a la notre avec de la spermine a la place de
la poly-L-lysine. En revanche, la force critique de condensation était plus basse que celle
mesurée dans notre étude, autour de 3-4 pN, ce qui peut s’expliquer par la différence de
nature des polycations utilisés entre nos deux études : la spermine est une polyamine dotée
de 4 charges positives a pH physiologique[411], tandis que la poly-L-lysine est un poly-
mere formé de monomeres de lysine. Il est alors concevable que la différence considérable
de charges positives entre les deux molécules puisse expliquer la force de condensation
plus grande pour la poly-L-lysine que pour la spermine. A partir d’'un modele simple de
formation de boucles d’ADN stabilisées par la spermine, les auteurs retrouvent des valeurs
de force de condensation comparables a celle mesurée expérimentalement.

La valeur de 28 pN nous semble particulierement éloquente : en effet, nous pouvons en
déduire une énergie pour rompre les structures d’ADN formées en multipliant cette force
par une longueur. Nous avons choisi de prendre 2 nm pour cette longueur, qui correspond
au diametre d'une molécule d’ADN double brin ; il nous semble plausible que la longueur
sur laquelle travaille la force de tension pour rompre une structure d’ADN soit de I'ordre
du diametre de la molécule (il suffit pour cela d’imaginer ces structures comme des boucles
d’ADN, formées par le croisement de la molécule avec elle-méme). Avec cette valeur pour
la longueur et la force de 28 pN, nous obtenons un travail de 56 pN.nm, ce qui équivaut a
13,6 kgT'. Cette valeur est en tres bonne adéquation avec la valeur d’énergie d’association
entre une molécule d’ADN et une de poly-L-Lysine, évaluée précédemment par MST dans
la section 1.4.1 par la relation AG/kgT = —In (K4/Cy) (Co = 1,0 M). Ainsi, ’hypothese
de formation de structures compactes d’ADN stabilisées par association avec la poly-L-
lysine est appuyée par la valeur de la force au plateau d’étirement, que nous pouvons
comparer avec succes a la force de rupture d’une liaison ADN-PLL.

Pour résumer, les observations réalisées conjointement par pinces optiques et micro-
scopie confocale sur ’association entre ’ADN A et la poly-L-lysine supportent 'hypothese
de formation de boucles d’ADN stabilisées par les polycations développée dans le modele
de la section 1.6.1.

Résumé des observations sur le ratchet de translocation par po-
lycations

Grace a notre dispositif expérimental, nous avons apporté la preuve de principe du
fonctionnement du mécanisme du ratchet de translocation, jusqu’ici uniquement observé
dans les systemes biologiques.

Nous avons quantifié 'augmentation de la fréquence de translocation de molécules
d’ADN en fonction de la concentration en polycations a la sortie des nanopores, ce qui
nous a permis d’introduire la notion de rendement de ratchet Y. La caractérisation de
cette grandeur en fonction des parametres géométriques (rayon du pore, longueur de la
molécule d’ADN) et cinétiques (K et concentration en agents de ratchet) du ratchet de
translocation nous ont permis de mettre en lumiere la nature hors équilibre de ce méca-
nisme, notamment a travers 'indépendance du rendement de ratchet Y avec la constante
de dissociation K, entre ’ADN et le polycation.

L’évolution de Y avec la longueur de la molécule d’ADN, avec 'observation d’une
taille critique autour de 3 kbp pour déclencher I'effet ratchet, nous a conduit a développer
un modele mécanique pour le ratchet de translocation, ou 'effet de ratchet est déclenché
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lorsque le polymere forme spontanément une boucle a la sortie des nanopores. L’existence
physique d’une telle structure a été confirmée a partir de nos observations de pinces
optiques combinées a de la microscopie confocale. En particulier, nous avons mesuré une
force critique de 28 pN entrainant la rupture des boucles d’ADN, en accord quantitatif
avec ’énergie d’association de 14 kgT entre ’ADN et le polycation mesurée précédemment
par MST.

Nous avons également observé une loi d’échelle d’exposant -0,6 entre le rendement de
ratchet Y et la longueur de la molécule d’ADN, ce qui a conduit au développement d'un
modele phénoménologique basé sur la théorie de propagation de tension.

1.7 Ratchet de translocation par effet mauvais sol-
vant

Nous avons mis en évidence dans les sections précédentes qu’un mécanisme de ratchet
de translocation pour le transport transmembranaire de molécules d’ADN est réalisable
a l'aide d’agents de ratchet situés a la sortie des nanopores. En se liant a la molécule
d’ADN en translocation, les polycations utilisés comme agents de ratchet empéchent la
rétro-diffusion du polymere dans le nanopore, ce qui promeut la translocation dans le sens
direct a la maniére d’un ratchet de translocation.

Conceptuellement, c’est la brisure de symétrie de la conformation de la molécule
d’ADN de part et d’autre du nanopore qui induit la directionnalité du transport. En
effet, les polycations viennent créer des liaisons intra-moléculaires au sein de la chaine
d’acides nucléiques de la molécule d’ADN en raison de leur multivalence. Le gain enthal-
pique lors de la création de ces liaisons, que nous avons estimé étre de 'ordre de 14 kT,
compense le colit entropique induit par la réduction des degrés de liberté du polymere
venant des liaisons intra-moléculaires. L’interaction entre les polycations et la molécule
d’ADN se traduit par une compaction de la molécule d’ADN a la sortie des nanopores. La
structure rigide ainsi formée empéche la rétro-diffusion de la molécule d’ADN a travers le
pore.

Dans ce schéma, nous avons provoqué la formation d’un complexe compact d’ADN en
introduisant dans la chambre inférieure des polycations. Cependant, il est également pos-
sible de provoquer 'effondrement d’une molécule d’ADN sur elle-méme en la plagant dans
un mauvais solvant. Il s’agit alors d'une transition coil-globule, que nous avons détaillée
dans la section 3.1.3. L’idée que nous avons alors eue a été de réaliser un mécanisme de
ratchet de translocation en absence d’agents de ratchet mais avec une différence de qualité
de solvant entre I'entrée et la sortie des nanopores : un bon solvant c6té cis et un mauvais
coté trans. Notre idée est de provoquer l'effondrement de la molécule d’ADN a la sortie
des nanopores et d’employer le globule ainsi formé en tant qu’agent de ratchet.

1.7.1 Ratchet par mauvais solvant : un probleme débattu

Cette idée a déja été proposée par le passé mais aucune étude expérimentales n’a jusque
la été menée. La premiere mention du ratchet de translocation "par mauvais solvant" re-
monte a I’étude de Gu et Wang[412] ou les auteurs procedent a une étude analytique de
la translocation d’un polymeére en présence d’une différence de qualité de solvant entre
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I’entrée et la sortie du nanopore. En détaillant ’expression du profil d’énergie libre dans
une démarche proche de celle de Muthukumar (voir section 3.3.2), avec notamment une
énergie d’interaction entre les monomeres et le solvant prise comme proportionnelle au
nombre de monomeéres en contact avec celui-ci (soit N pour un coil et N?/3 pour un
globule), les auteurs montrent que la translocation est favorisée vers le c6té du mauvais
solvant. Cependant, cette étude considére une évolution quasi-statique pour la translo-
cation, ce qui n’est pas vérifié dans les expériences de translocation de polymeres. Une
étude de Wei et coll.[413] a montré par simulation via une approche de Langevin que le
translocation d’un polymeére entre deux qualités de solvant différents est transporté de
maniere préférentielle vers le mauvais solvant, confirmant les prédictions de Gu et Wang.
Cependant, les auteurs ont modélisé I'effet du solvant en modifiant le potentiel entre mo-
nomeres. Or, un changement de nature de solvant modifie le potentiel d’interaction entre
un particule de solvant et un monomere mais pas celui entre deux monomeres. Il s’agit de
la principale critique faite a I’encontre de cette étude par une autre étude similaire, celle
de Kapahnke et coll.[414]. Dans cette étude, les auteurs s’appuient sur une modélisation
de DPD (dissipative particle dynamics) pour prendre en compte la modification de po-
tentiel d’interaction entre un monomere et une molécule du solvant lorsque la nature du
solvant est modifiée. Les auteurs montrent que la translocation est favorisée vers le coté
du bon solvant car il minimise 1’énergie d’interaction entre le polymere et le solvant. En
modifiant au contraire le potentiel d’interaction entre monomeres, les auteurs montrent
qu’il est possible de biaiser la translocation vers le c6té du mauvais solvant, ce qui apparait
comme un artefact de la méthode.

La possibilité d’'un mécanisme de ratchet par effet de mauvais solvant se présente donc
comme un probleme encore aujourd’hui débattu, ot les résultats different selon le type de
modélisation employée. Une étude expérimentale semble donc de rigueur pour apporter
des éléments nouveaux dans ce probleme.

1.7.2 Dispositif expérimental

Ce systeme expérimental est réalisable expérimentalement grace au forcage hydrody-
namique que nous employons. En effet, il est nécessaire d’induire un écoulement pour
prévenir la diffusion du mauvais solvant vers le bon solvant coté cis, ce qui annulerait
le mécanisme de ratchet attendu. A nouveau, nous constatons qu’un forcage électrosta-
tique comme utilisé dans la majorité des études expérimentales de translocation d’ADN
ne pourrait pas convenir pour réaliser ce mécanisme de ratchet par mauvais solvant car il
ne pourrait pas contenir le mauvais solvant du coté trans de la membrane.

Pour notre dispositif expérimental, nous avons repris le systeme employé pour étudier
la translocation des molécules d’ADN a pression fixe en présence ou non d’agents de
ratchet, a la différence pres que nous n’avons pas ici employé d’agents de ratchet mais nous
I’avons remplacé par un solvant c6té cis composé d’'un mélange d’un bon et d’'un mauvais
solvant pour les molécules d’ADN, a des fractions volumiques variables. En considérant
le gain de fréquence de translocation en fonction de la fraction volumique en mauvais
solvant, nous souhaitons mesurer le rendement du ratchet induit par le mauvais solvant.
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1.7.3 Effet de ratchet de translocation par 2-propanol

Nous avons choisi d’employer le 2-propanol comme mauvais solvant. Cette espece
est couramment employée pour faire précipiter des molécules d’ADN et procéder a leur
extraction sans dégradation des acides nucléiques, ce qui en fait un candidat idéal pour
notre expérience[415]. De plus, la transition coil-globule de la molécule d’ADN induite
par une fraction volumique croissante de 2-propanol a été décrite précisément dans la
littérature : nous pouvons citer les études de Ueda et Yoshikawa[416] ou Ma et coll.[417]
sur lesquelles nous reviendrons plus en détail apres.

A tampon TE_Fxx tampon TE

polycations
cis trans

tampon TE
+ 2-propanol

FIGURE 1.26 — Mécanisme de ratchet de translocation : A) par agents de ratchet (po-
lycations) ; B) par différence de qualité de solvant, avec un effondrement de la molécule
d’ADN du c6té trans de la membrane par effet de mauvais solvant.

Nous avons utilisé des molécules d’ADN A pour la translocation en solution dans un
tampon TE (bon solvant). Les nanopores employés ici étaient des nanopores de 50 nm de
diametre. Nous avons mis en place le protocole suivant pour réaliser cette expérience :

— Injecter 100 pL. d’une solution d’ADN A a une concentration de 4,9 nM (en équivalent
phosphates) dans un mélange Tris-KCl (10 mM) et EDTA (1 mM) a pH 7,6. L’ADN
A a été préalablement marqué au YOYO-1 (3,0 nM).

— Injecter 500 pL de solution Tris-KCl (10 mM) et EDTA (1 mM) dans la chambre
inférieure, puis déposer la chambre supérieure sur la chambre inférieure afin d’assurer
le mouillage des nanopores.

— Appliquer une pression "médiane" avec le contrdleur de pression (de l'ordre de la
moiti¢ de la pression critique; avec des nanopores de 50 nm de diametre, nous
appliquons en général une pression de 50 mbar).

— Faire la mise au point de 'objectif sur la surface métallique de la membrane a ’aide
de la lampe de fluorescence ; une fois cette étape réalisée, passer au laser 473 nm
(Fig.1.27).
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— Réaliser quelques acquisitions de vidéos (au moins 4 de 250 frames a 33 fps) (Fig.1.27).

— Couper le laser 473 nm, défocaliser I'objectif pour I’éloigner de la lamelle de verre. Ne
pas couper la pression. Sortir la chambre supérieure de son support sur la chambre
inférieure tout en la maintenant a sa verticale.

— Sécher la chambre inférieure a 'aide d’un papier absorbant propre, puis injecter
500 pL d’'un mélange de tampon TE et de 2-propanol préalablement préparé avant
I'expérience, a une fraction volumique en 2-propanol donnée (généralement des mul-
tiples de 0,1) (Fig.1.27).

— Repositionner la chambre supérieure sur son support dans la chambre inférieure.
Patienter au moins 30 s avant de réaliser des acquisitions pour laisser au systeme le
temps de se relaxer.

— Réitérer le processus d’acquisition pour chaque fraction volumique de 2-propanol

désirée.
. Remplacement du % =100
Mise au point _30s Acquisitions (x4) ,tampon de la chambre E'propam' fin
sur la membrane 250 frames, 33 fps inférieure par un mix
(50 mbar) (512x512 px?) TE:2-propanol

X)

0 —
( A)Z»propanol -
30s

FIGURE 1.27 — Protocole de 'expérience de translocation avec mauvais solvant du coté
trans de la membrane.

Pour chaque fraction volumique de mauvais solvant donnée, nous avons mesuré la
fréquence de translocation. Comme pour les expériences avec les polycations, nous avons
défini un gain de fréquence de translocation analogue tel que Af/fo = (f — fo)/ fo, avec
f la fréquence de translocation a une fraction volumique de mauvais solvant donnée et f;
la fréquence de translocation en absence de mauvais solvant coté trans de la membrane.
Le résultat de ces mesures est présenté dans la figure 1.28.

Nous pouvons observer sur la figure 1.28 que le gain de fréquence de translocation est
positif lorsque nous ajoutons un mauvais solvant en mélange a la sortie des nanopores,
ce qui signifie que la présence d’un mauvais solvant c6té trans de la membrane accélere
la translocation des molécules d’ADN, conformément aux attentes pour un mécanisme de
ratchet de translocation.

En revanche, I’évolution du gain de fréquence de translocation n’est pas linéaire comme
c’est le cas pour les expériences de translocation en présence de polycations a la sortie des
nanopores. Nous observons ici une courbe de forme sigmoide, avec une forte croissance
du gain de fréquence de translocation qui débute pour des fractions volumiques en 2-
propanol entre 10% et 20% pour atteindre ensuite un plateau a une valeur proche de 1,7
a des fractions volumiques de l'ordre de 50%-60%. Ce plateau se poursuit jusqu’a 90%,
avec une légere baisse constatée entre 70% et 90%, suivie d’'une forte baisse pour une
fraction volumique de 100% (c’est-a-dire un solvant ne contenant exclusivement que du
2-propanol), ou le gain de fréquence reste positif mais a une valeur plus faible de 'ordre
de I'unité.
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FI1GURE 1.28 — Gain de fréquence de translocation en fonction de la fraction volumique de
2-propanol contenue dans le solvant. L’incertitude sur les données est prise comme l’erreur
standard (95%). Pour chaque condition, 'expérience est répétée 4 fois. L’ajustement en
trait plein correspond au modele (1.29).

La forte décroissance du gain de fréquence a une fraction volumique de 100% de 2-
propanol est assez énigmatique. Il est possible que la modification de la composition
chimique du solvant de la chambre inférieure modifie de maniére conséquente la qualité
des observations, avec en particulier un changement d’indice optique entre le tampon
TE, majoritairement composé d’eau a un indice optique de 1,33 et le 2-propanol a 1,37.
L’objectif que nous utilisons est un objectif a eau, il est alors possible qu'une fraction
volumique de 2-propanol perturbe les acquisitions, conduisant a une détection des flashs
lumineux (soit les événements de translocation) plus difficile. Cependant, ce changement
d’indice optique reste assez faible et il est assez peu probable que cet élément seul suffise a
expliquer la forte décroissance observée pour une forte fraction volumique de 2-propanol.

Pour expliquer la forme sigmoide de la courbe obtenue, nous proposons un modele
simple ou les molécules d’ADN se répartissent en deux catégories : celles dont la portion
cOté trans de la membrane est sous une forme coil et celles ou cette portion est sous forme
globulaire. Lorsque la portion d’ADN c6té trans est sous forme globulaire, alors un méca-
nisme de ratchet de translocation se met en place et accélere le transport de la molécule
d’ADN a travers le pore; autrement, le transport se fait a la vitesse normale en absence
de ratchet. Ce modele est analogue a celui que nous avons développé pour la translocation
en présence de polycations dans la section 1.4.3. En revanche, nous considérerons que la
répartition des molécules d’ADN sous forme coil et globule suit la répartition a ’équilibre
thermodynamique, en faisant ’hypothese que 'effondrement du polymere est un proces-
sus rapide par rapport a la durée de la translocation. Cette hypothese est appuyée par
le fait qu’une transition coil-globule est une transition de phase du premier ordre, c¢’est-
a~dire une transition discrete entre deux états (coil et globule). Dans ce schéma, il existe
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une fraction volumique critique x* de 2-propanol marquant la transition entre ces deux
états. Cette fraction volumique correspond a la fraction volumique en mauvais solvant
pour laquelle I’énergie d’interaction entre un monomere et le solvant en contact équivaut
a I’énergie d’interaction entre monomeres.

Dans le cadre de ce modele, nous pouvons exprimer la proportion de molécules d’ADN
sous forme globulaire P, par rapport a celles sous forme coil en reprenant la formule
utilisée par Schweizerhof et coll.[418, 419] dans leur étude de la transition coil-globule de
polymeres de PNIPAm par changement de température, en adaptant I’expression a notre

systeme :
1

—AF*(z—z*) |’

P,
14 exp [ T

glob =

(1.28)

ou AF™ correspond a l’énergie libre de transition entre les formes coil et globule de la
molécule d’ADN, x est la fraction volumique en 2-propanol et x* la fraction volumique
critique a la transition coil-globule.

Lorsque la molécule d’ADN est sous forme de globule, I'effet de ratchet de translocation
est activé et la translocation est accélérée selon un rendement de ratchet Y (par extension
avec la définition du rendement de ratchet défini dans la section 1.2.2). Nous noterons
toutefois que le rendement de ratchet Y dans le cadre de l'effet "mauvais solvant" n’est
pas défini comme le coefficient de proportionnalité entre la gain de ratchet Af/ fo comme
précédemment mais comme la valeur de ce gain lorsque toutes les molécules sont sous
forme de globules (soit une valeur constante). Avec cette définition, nous pouvons alors
établir 'expression du gain de ratchet Af/fy pour leffet "mauvais solvant' de la maniére
suivante : Af v

fo ¥ x Pyton 14 exp [7—&?};?—#)] ‘

Nous avons ajusté avec succes les données expérimentales présentées dans la figure
1.28 selon le modele (1.29), ce qui valide ’approche adoptée pour appréhender 1’évolution
expérimentale du gain de ratchet Af/fy. De cet ajustement, nous avons tiré des esti-
mations pour les parametres du modele, a savoir la variation d’énergie libre AF™* pour
la transition coil-globule de 'TADN X en présence de 2-propanol, la fraction volumique
critique z* en 2-propanol de cette transition et la valeur du rendement de ratchet Y. Nous

avons ainsi obtenu les valeurs suivantes (les incertitudes sont obtenues par une méthode
du jackknife (95%) :

— AF*=(20,0+1,2) kgT (95%);
— 2" =0,2940,01 (95%)
— Y =1,70+ 0,03 (95%).

La valeur de la fraction volumique critique se compare avec succes aux mesures de
I'étude de Ueda et Yoshikawal416], réalisées sur des molécules d’ADN T4 marquées au
YOYO-1, ou les auteurs ont observé par microscopie de fluorescence la transition coil-
globule de ’ADN induite par I'ajout de 2-propanol en solution avec ’ADN ; en particulier,
les auteurs ont mesuré une transition coil-globule discrete pour une valeur de fraction
volumique critique autour de 30%, ce qui est en treés bon accord avec notre mesure. Une
autre étude de Ma et coll.[417] montre une transition plus lisse du rayon de giration
de la molécule d’ADN A & partir d’une fraction volumique en 2-propanol de 30%. Cette

(1.29)
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transition peut s’interpréter comme une valeur moyenne des molécules a la fois sous forme
coil et sous forme globule, la mesure étant une valeur moyenne sur tout 1’échantillon.

L’estimation de la variation d’énergie libre pour la transition coil-globule de ’ADN est
comparable a la variation d’enthalpie libre par association de ’ADN avec des polycations
d’une valeur de 14 kT (voir section 1.4.1). Les polycations ayant pour effet de compacter
la molécule d’ADN, I’énergie apportée par la liaison avec le polycation doit compenser
le cotlit entropique de compaction, d’ou la valeur de 20 kT également mesurée pour le
ratchet avec effet mauvais solvant.

Enfin, la valeur du rendement de ratchet Y est comparable avec celle mesurée pour
’ADN X en présence d’agents de ratchet a la sortie des nanopores. La valeur de gain
de ratchet Af/f, présente ici un plateau a 1,7 que nous avons défini comme rendement
de ratchet Y. Dans le cas du ratchet de translocation induit par des agents de ratchet
cationiques, le gain de ratchet Af/fy est linéaire avec le ratio de charges p, /p_, avec le
rendement de ratchet Y défini comme le coefficient directeur de cette relation. La plus
haute valeur de ratio de charges que nous avons mesurée était de 0,6 ; avec un rendement
de ratchet Y de 2.4, nous obtenons ainsi un gain de ratchet Af/fy de 1,4, ce qui est
en accord quantitatif avec la mesure de gain de ratchet pour le mécanisme induit par
effet mauvais solvant. Les valeurs comparables d’efficacité de ratchet pour des mécanismes
différents (agents de ratchet cationiques d’un coté, effet mauvais solvant de I'autre) laissent
entrevoir une généralité de I'efficacité du ratchet de translocation. De la méme maniere que
le mécanisme de ratchet ne semble pas dépendant de la spécificité de I’agent de ratchet,
comme nous 1’avons montré dans la section 1.3, le ratchet de translocation n’est pas méme
dépendant de la nature du processus compactant la molécule a la sortie des nanopores, ce
qui soutient 'idée d’un mécanisme général de sélection des fluctuations thermiques pour
induire un mouvement directif.

1.7.4 Effet de ratchet de translocation par PEG

Pour aller plus loin dans notre étude sur l'effet de ratchet par mauvais solvant et
confirmer les observations faites avec le 2-propanol, nous avons réalisé les mémes expé-
riences mais en remplagant cette fois-ci le 2-propanol par une solution contenant du PEG.
En effet, le PEG (polyéthyléne glycol) est connu pour induire une condensation de I’ADN
au-dela d’une concentration critique C*[420]. Cette condensation est provoquée par I'aug-
mentation de la pression osmotique liée a I'introduction du PEG en solution ; lorsque le
travail de cette pression osmotique exercée sur la molécule d’ADN (sous forme coil) est
supérieure a la barriere d’énergie libre pour induire la transition coil-globule, 'ADN se
compacte pour adopter une conformation globulaire.

Le protocole employé pour réaliser cette expérience est semblable a celui décrit pour
les expériences avec le 2-propanol, en remplacant le 2-propanol par une solution de PEG-
100k (M.w. = 100 000 g/mol) & des concentrations variables entre 0 et 1,6 mM (en
concentration de monomeres). Pour comparer nos résultats a ceux obtenus pour le 2-
propanol et au modele (1.29), nos avons converti ces concentrations en fraction volumique
(& savoir le volume occupé par les molécules de PEG en solution par rapport au volume
de la solution). Pour cela, nous avons pris comme référence des monomeres de taille 0,35
nm[421] et un modele de polymere en bon solvant avec volume exclu ; pour le PEG-100k,
nous obtenons ainsi un rayon par molécule de 36 nm, soit un volume de 20 x 10* pm?3.
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Pour chaque valeur de fraction volumique en PEG-100k, nous avons mesuré la fréquence
de translocation de molécules d’ADN X marquées au YOYO-1. L’expérience a été répétée
4 fois puis nous avons moyenné les fréquences de translocation par valeur de fraction
volumique en PEG-100k. La figure 1.29 présente le gain en fréquence de ratchet Af/fo
en fonction de la fraction volumique en PEG-100k.

15¢ 3

Af/f0

0.5}

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
[PEG] (v/v)

F1GURE 1.29 — Gain de fréquence de translocation en fonction de la fraction volumique de
PEG-100k contenue dans le solvant. L’incertitude sur les données est prise comme ’erreur
standard (95%). Pour chaque condition, 'expérience est répétée 4 fois. L’ajustement en
trait plein correspond au modele (1.29).

Nous pouvons observer sur la figure 1.29 que le gain de ratchet suit une évolution simi-
laire a celle obtenue pour les expériences en présence de 2-propanol, a savoir une sigmoide
se terminant par un plateau a une valeur de 1,4. Ce gain de ratchet positif signifie que
la translocation des molécules d’ADN X a travers les nanopores est accélérée en présence
de PEG-100k a la sortie des nanopores. Au regard de nos observations précédentes, nous
pouvons affirmer que le PEG-100k induit un mécanisme de ratchet de translocation de la
méme maniere que les polycations ou le 2-propanol. Nous pouvons classer le PEG-100k
comme un ratchet de type "mauvais solvant', car il induit la compaction de la molécule
d’ADN sans se lier a la molécule. Cette observation vient confirmer la possibilité de réa-
liser un ratchet de translocation par un effet mauvais solvant, ce qui vient étendre la
vision canonique du ratchet de translocation comme nécessitant un agent de ratchet pour
fonctionner. Nous avons montré que la compaction de la molécule d’ADN est au coeur du
mécanisme de ratchet de translocation et son efficacité semble indépendante du processus
a l'origine de cette compaction.

De maniere quantitative, nous avons ajusté les données expérimentales de la figure
1.29 par le modele (1.29); le résultat de cet ajustement est présenté dans la figure 1.29.
Nous avons ainsi mesuré les parametres du modele pour le cas du PEG-100k :

— AF* = (12249) kT (95%) ;
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— 2" = 0,021 40,001 (95%);
— Y =1,4340,01 (95%).

La valeur du rendement de ratchet Y mesurée pour le PEG-100k est comparable a
celle mesurée pour le 2-propanol. Une fois encore, la généralité du ratchet de translocation
transparait a travers la valeur de rendement de ratchet invariable d’un systeme a l'autre.

Concernant la valeur de la fraction volumique critique, celle-ci est inférieure a celle
obtenue pour le 2-propanol : 0,02 contre 0,29, soit pres de 10 fois moins. Cet écart observé
entre les deux systémes est susceptible de provenir d’'une mauvaise estimation du volume
occupé par les molécules de PEG en solution via la formule pour les polymeres en bon
solvant avec volume exclu, conduisant alors a une imprécision sur la fraction volumique.
De plus, notre calcul fait I’hypothese d’une distribution monodisperse de 1’échantillon
de PEG-100k. Or, avec le haut degré de polymérisation de la molécule, la dispersion en
tailles des molécules de 1’échantillon n’est pas négligeable, ce qui peut la-aussi induire une
imprécision sur 'estimation de la fraction volumique.

La mesure de AF* pour le PEG-100k nous indique une valeur de 122 kgT', ce qui
semble étre une valeur excessive. Nous attribuons cette valeur a une mauvaise définition
de la transition coil-globule sur la figure 1.29. Comme nous pouvons le voir sur cette figure,
la transition est moins bien définie que celle pour le 2-propanol, ce qui peut conduire a
une mauvaise estimation du parametre d’énergie libre rendant compte de la largeur de
cette transition.

1.7.5 En résumé

Nous avons vu dans la section précédente qu’un mécanisme de ratchet de translocation
est réalisable sans agent de ratchet a partir d’une différence de qualité de solvant entre
I’entrée et la sortie des nanopores. En particulier, la présence d’un mauvais solvant a la
sortie des nanopores peut provoquer une transition d’une forme coil vers une forme glo-
bulaire pour la molécule d’ADN, ce qui génere un mécanisme de ratchet de translocation,
le globule empéchant grace a sa nature compacte la rétro-diffusion du polymere dans le
nanopore. Nous avons vu que 'efficacité du ratchet de translocation n’est pas dépendant
du type de ratchet employé (par agent de ratchet ou par mauvais solvant), ce qui sou-
ligne la généralité du mécanisme. Ces observations constituent les premieres observations
expérimentales d'un phénomene jusqu’ici uniquement débattu sur des bases théoriques et
de modélisations.
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Translocation d’ADN simple brin

Nous avons vu dans le chapitre 2 qu'un grand nombre de molécules traversant les
translocons biologiques sont initialement couvertes de molécules chaperonnes Hsp, ces
dernieres permettant de protéger la molécule transportée face a des modifications phy-
siques ou chimiques anormales, comme des variations brutales de température ou de pH.
Ces chaperonnes permettent également a la molécule d’intérét d’adopter sa conformation
physiologique en favorisant son repliement. Pour assurer le transport de ces molécules,
les translocons fonctionnant sur le principe du ratchet de translocation doivent dénatu-
rer temporairement les protéines pour leur permettre de traverser le pore, ce qui peut
potentiellement modifier I'efficacité du mécanisme de ratchet de translocation.

Dans ce chapitre, nous avons étudié I'influence sur 'efficacité du ratchet de transloca-
tion de la présence de structures secondaires dans le substrat en translocation. Nous avons
utilisé pour cela des molécules d’ADN présentant des structures secondaires (Fig.2.1).
Dans un premier temps, nous avons étudié l'influence de structures secondaires sur la
translocation de molécule d’ADN en absence d’agents de ratchet, ce qui nous a servi de
point de comparaison pour voir, dans un second temps, l'effet de ratchet induit par la
présence d’agents de ratchet a la sortie des nanopores sur le transport de ces molécules.

F1GURE 2.1 — Conformation de plus basse énergie de 'ADN viral simple brin ®X174
obtenue grace a I'algorithme du serveur mfold[422, 423].

L’étude présentée dans ce chapitre a été réalisée en collaboration avec Léa Chazot-
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Chapitre 2. Translocation d’ADN simple brin

Franguiadakis et Thomas Auger. Les résultats obtenus ont donné lieu a une publication
(actuellement soumise au journal PRL).

2.1 Protocole expérimental

2.1.1 ADN avec structures secondaires utilisés dans nos expé-
riences

Dans notre étude, nous avons utilisé deux types de molécules d’ADN possédant des
structures secondaires : des molécules d’ADN simple brin et des molécules d’ADN double
brin préalablement dénaturées par chauffage.

Les molécules d’ADN simple brin présentent spontanément des structures secondaires
en raison de leur topologie. Les bases d’ADN simple brin s’associent entre elles par liaisons
intramoléculaires, ce qui conduit a des structures rigides appelées structures secondaires.

Nous comptons dans notre études les ADN simple brin suivants :

— ADN M13mpl8 (New England Biolabs) : ADN circulaire simple brin de 7249 nt
d’origine virale.

— ADN ®X174 (New England Biolabs) : ADN circulaire simple brin de 5386 nt d’ori-
gine virale.

Nous avons également utilisé des molécules d’ADN \ préalablement dénaturées par
chauffage a 80°C pendant 10 minutes, suivies d’'une trempe thermique de 5 minutes sur
bain de glace (5°C). Avec ce protocole, la molécule d’ADN X double brin est dénaturée
en deux brins complémentaires, puis la trempe thermique induit la formation de liaisons
intramoléculaires au sein de ces brins complémentaires, générant ainsi des structures se-
condaires analogues a celles des ADNs simple brin. Les molécules d’ADN X "chauffées"
sont ensuite immédiatement utilisées pour les expériences de translocation pour éviter la
ré-hybridation des brins complémentaires.

2.1.2 Préparation des molécules d’ADN

Des expériences préliminaires de translocation de molécules d’ADN simple brin (ADN
®X, 5386 nt) a travers des nanopores de 50 nm de diametre ont montré une faible re-
productibilité des résultats, attribuée a une grande variabilité des structures secondaires
formées par les molécules. En effet, la formation de structures secondaires dans I’ADN
simple brin suit le profil d’énergie libre en adoptant les conformations des minimums lo-
caux jusqu’a atteindre le minimum global du profil d’énergie libre. La molécule d’ADN
®X174 étant longue et complexe, il existe un grand nombre de minimums locaux dans
lesquels la molécule peut rester piégée. Ainsi, la variabilité des structures secondaires ren-
contrées dans un échantillon d’ADN simple brin tend a augmenter au cours du temps.
Pour limiter cet effet, il est possible de chauffer I’échantillon au-dela de la température
de dénaturation de la molécule d’ADN, ce qui permet de rompre les liaisons intramolé-
culaires. Ce chauffage est ensuite suivi d’une phase de trempe thermique, ayant pour but
de figer les molécules dans une conformation donnée. L’ensemble des molécules d’ADN
simple brin ayant été précédemment dénaturées, les conformations adoptées lors de la
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trempe sont plus homogenes qu’a 1’état initial avant le processus de dénaturation, ce qui
améliore la reproductibilité des résultats.

Nous avons donc suivi le protocole suivant pour homogénéiser les échantillons d’ADN
et les préparer pour les expériences de translocation (Fig.2.2) :

— Faire chauffer a 80°C pendant 10 minutes la solution d’ADN simple brin (M13mp18
ou $X174 dans nos expériences) en solution a 725 nM (en équivalent de bases) dans
1 mL de solution tampon TE (Tris-KCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6 a 25°C).

— Des les 10 minutes de chauffage terminés, plongez immédiatement la solution d’ADN
dans un bain de glace (5°C) pendant 5 minutes pour effectuer la trempe thermique
de la solution.

— Une fois la trempe thermique terminée, ajouter du YOYO-1 en solution avec ’ADN
pour une concentration finale en YOYO-1 de 300 nM. Laisser reposer la solution
a température ambiante pendant 10 minutes avant de démarrer les expériences de
translocation.
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FIGURE 2.2 — Protocole de préparation des molécules d’ADN simple brin pour les ex-
périences de translocation : les molécules sont d’abord chauffées pendant 10 minutes a
80°C pour les dénaturer puis elles subissent une trempe thermique a 5°C pendant 5 mi-
nutes, ce qui fige les structures secondaires formées et permet un homogénéisation des
conformations des molécules d’ADN au sein de I’échantillon. Pour finir, les molécules sont
marquées au YOYO-1.

2.1.3 Déroulement de ’expérience

Apres avoir préparé I’échantillon d’ADN simple brin, nous procédons de maniére ana-
logue au protocole développé dans la section 1.1.1 pour la translocation de molécules
d’ADN ). Nous rappelons ci-dessous le protocole de 'expérience :

— Injecter 100 uL de la solution d’ADN simple brin (préalablement préparée selon
le protocole décrit précédemment) diluée a 1/100 dans une solution tampon TE,
soit une concentration de travail d’environ 7 nM (en équivalent de bases) dans un
bouchon contenant une membrane nanoporeuse.

— Injecter 500 plL de la solution tampon TE dans la chambre inférieure, puis déposer
le bouchon rempli de solution d’ADN dans la chambre inférieure afin d’assurer le
mouillage de la membrane nanoporeuse.

— Appliquer une pression correspondant a la borne supérieure des pressions utilisées
lors de I'expérience (150 mbar dans nos expériences), ce qui induit la translocation
des molécules d’ADN a travers les nanopores.
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— Faire la mise au point de I’objectif sur la membrane nanoporeuse a ’aide de la lampe
de fluorescence. Lorsque la mise au point est faite, éteindre la lampe de fluorescence
et allumer le laser 473 nm.

— Débuter les acquisitions vidéo ; généralement, nous procédons a 4 acquisitions suc-
cessives de 250 frames a 33 fps.

— Une fois les acquisitions a une pression donnée terminées, baisser la pression de
10 mbar, puis attendre au minimum 30 secondes avant de réaliser une nouvelle
acquisition, pour laisser le systeme s’équilibrer.

2.2 Translocation d’ADN simple brin avec structures
secondaires

Nous avons observé la translocation de molécules d’ADN simple brin présentant des
structures secondaires. Nous avons utilisé ’ADN M13mpl8 et les nanopores de 50 nm
de diametre pour ces mesures et nous avons suivi le protocole décrit dans la section
précédente. La fréquence de translocation a été mesurée en fonction de la pression hydro-
dynamique imposée pour des pressions allant de 20 mbar a 150 mbar. Ces expériences ont
été reproduites un minimum de 36 fois et nous avons moyenné les résultats obtenus pour
chaque valeur de pression. Les résultats de ces mesures sont présentés dans la figure 2.3.
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FIGURE 2.3 — Expérience de translocation de molécules d’ADN simple brin a pression va-
riable : fréquence de translocation des molécules d’ADN simple brin M13mp18 en fonction
de la pression hydrodynamique imposée a travers des nanopores de 50 nm de diametre. Les
données expérimentales sont représentées par les points de couleur cyan et la moyenne de
ces points pour chaque valeur de pression est représentée par les points violets (les barres
d’erreur sont prises comme l'incertitude standard a 95%). La courbe moyenne est ensuite
ajustée par le modele d'unzipping développé dans la section 2.4.1

Nous pouvons observer sur la figure 2.3 que la fréquence de translocation pour les
molécules d’ADN avec structures secondaires présente un seuil de pression critique en
dessous de laquelle nous n’observons pas d’événements de translocation. Visuellement, ce
seuil se situe entre 20 mbar et 40 mbar. Ce profil n’est pas sans rappeler celui du modele
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2.2. Translocation d’ADN simple brin avec structures secondaires

de succion, vérifié expérimentalement pour des molécules d’ADN A (double brin, sans
structures secondaires).

Cependant, la forme de la courbe s’éloigne du modele de succion pour des pressions
supérieures a 60 mbar, pour lesquelles la fréquence de translocation sature et présente
un plateau d'une valeur de 0,7 x 107* s~!. Ce plateau se poursuit jusqu’a la valeur de
pression maximale appliquée durant nos expériences (150 mbar).

Ces mesures semblent donc indiquer que la translocation des molécules d’ADN pré-
sentant des structures secondaires s’effectue avec une barriere d’énergie d’entrée dans le
nanopore donnée par le modele de succion, soit une barriere d’énergie résultante de la com-
pétition entre le colit entropique de confinement du polymeére a l'intérieur du nanopore
et du travail fourni au polymere par I’écoulement et permettant de déformer la pelote de
polymere. En revanche, au-dela d’une certaine pression (ici de 'ordre de 60 mbar), ’étape
limitante de la translocation n’est plus I’étape de confinement du polymere dans le nano-
pore mais une étape ne dépendant pas de la pression. A partir de ces observations, nous
pouvons conclure que la présence d’une saturation de la fréquence de translocation pour
des pressions fortes semble propre aux translocations d’ADN présentant des structures
secondaires.

Pour confirmer cette observation, nous avons réalisé les mémes mesures avec d’autres
types d’ADN présentant des structures secondaires, a savoir TADN ®X174, qui est un
ADN simple brin et PADN X préalablement dénaturé (voir section 2.1.1). Les résultats
de ces mesures sont présentés dans la figure 2.4.

Pour chaque type d’ADN, nous avons ajusté le début de la courbe a basse pression
avant la saturation par le modele de succion pour en tirer des estimations de la pression
critique P, et de la fréquence a la pression critique f.; ces parametres nous ont ensuite
permis de normaliser les axes des abscisses et des ordonnées. Pour la comparaison, nous
avons également tracé la courbe de fréquence de translocation pour ’ADN \ non-dénaturé.

Nous pouvons observer une saturation de la fréquence de translocation pour tous
les types d’ADN présentant des structures secondaires (M13mpl8, ®X174 et ADN A
dénaturé), saturation qui n’apparait pas pour 'ADN A non-dénaturé. Cette saturation
apparait pour tous les ADNs avec structures secondaires pour des pressions de 'ordre de
0,6P. et la fréquence de saturation, méme si elle semble moins marquée pour les ADNs
®X et A dénaturé que pour M13mpl8, est de 'ordre de 0,1f..

A partir de ces observations, nous pouvons confirmer ’observation faite précédem-
ment sur TADN M13mp18 : la présence de structures secondaires dans la molécule d’ADN
semble induire a forte pression (pour P ~ P.) une saturation de la fréquence de translo-
cation dont la valeur ne semble pas ou peu spécifique du type d’ADN. La présence d’'un
plateau indique que I’étape limitante a 'origine de cette saturation de la fréquence de
translocation n’est pas dépendante de la pression exercée.

Une hypothese possible pour expliquer 'origine de cette saturation pourrait consister
en un blocage de 'acces a I'entrée du nanopore par les structures secondaires de ’ADN.
En effet, ces structures rigides pourraient limiter la déformation du polymere a ’entrée
du nanopore, ne lui permettant ainsi pas de s’engouffrer a l'intérieur et de poursuivre sa
translocation. La translocation ne serait alors possible qu’apres I'ouverture spontanée des
structures secondaires par fluctuation, d’ou I'indépendance de la fréquence de saturation
avec la pression imposée. Ainsi, a faible pression, 'ouverture spontanée des structures
secondaires surviendrait plus vite que les déformations de la pelote a I'entrée du nano-
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FIGURE 2.4 — Expérience de translocation de molécules d’ADN avec structures secon-
daires : fréquence de translocation de diverses molécules d’ADN simple brin (sb) ou double
brin (db) en fonction de la pression hydrodynamique imposée a travers des nanopores de
50 nm de diametre. Les abscisses et ordonnées sont respectivement normalisées par la
pression critique P, et la fréquence a la pression critique f. pour chaque série de courbes.
Les courbes sont obtenues en moyennant par valeur de pression des échantillons d’au
moins 36 points expérimentaux et les barres d’erreur correspondent a l'erreur standard
a 95%. Les molécules d’ADN simple brin posseédent des structures secondaires, de méme
pour les molécules d’ADN double brin ayant subi une dénaturation par chauffage. Les
données sont ajustées par le modele d’unzipping développé dans la section 2.4.1.
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pore lui permettant de pénétrer dedans, ce qui menerait a une dynamique donnée par le
modele de succion. Cependant, a plus forte pression, I’'ouverture de ces structures secon-
daires deviendrait I’étape limitante et la fréquence de translocation serait dominée par la
fréquence d’ouverture spontanée des structures secondaires.

Dans ce schéma, nous devrions observer une disparition du plateau de saturation pour
des nanopores de diametre plus grand : si le nanopore est plus grand que la taille des
structures secondaires, alors celles-ci ne devraient plus géner la translocation et nous
devrions observer une dynamique gouvernée par le modele de succion.

Une estimation de la taille de ces structures secondaires peut s’effectuer d’apres la
conformation de TADN ®X174 présentée dans la figure 2.1. Nous pouvons estimer qu’une
structure secondaire, visible sur la figure sous la forme d’une "épine", s’étend en moyenne
sur une longueur d’au moins 100 bases, soit prés de 30 nm. Ces structures étant de part
et d’autre de l'axe principal de la molécule, nous pouvons estimer qu'un diametre de
nanopore de plus de 60 nm devrait permettre aux ADNs avec structures secondaires de
passer sans nécessité d’ouverture spontanée des structures secondaires.

Pour vérifier cette prédiction, nous avons réalisé des expériences de translocation de
molécules d’ADN M13mpl8 et ®X174 & travers des pores de 80 nm de diametre selon le
méme protocole qu’auparavant. Les résultats de ces mesures sont présentés dans la figure
2.5.
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FIGURE 2.5 — Expérience de translocation de molécules d’ADN avec structures secon-
daires : fréquence de translocation de diverses molécules d’ADN simple brin en fonction
de la pression hydrodynamique imposée a travers des nanopores de 80 nm de diametre.
Les abscisses et ordonnées sont respectivement normalisées par la pression critique P. et la
fréquence a la pression critique f. pour chaque série de courbes. Les courbes sont obtenues
en moyennant par valeur de pression des échantillons d’au moins 36 points expérimentaux
et les barres d’erreur correspondent a l'erreur standard a 95%. Les données sont ajustées
par le modele de succion.

Nous pouvons observer une absence claire de saturation pour des translocations d’ADN

219



Chapitre 2. Translocation d’ADN simple brin

M13mpl8 et X174 dans des nanopores de 80 nm de diametre, conformément aux pré-
dictions issues de notre raisonnement précédent. Les données expérimentales sont parfai-
tement ajustées par le modele de succion et nous n’observons aucune saturation méme
pour des pressions supérieures a 5P..

Les observations précédentes sont donc en adéquation avec les prédictions de notre
modele expliquant la saturation de la fréquence de translocation par le blocage induit
par les structures secondaires a ’entrée des nanopores. Nous allons voir dans la section
suivante que la suppression des structures secondaires par hybridation des ADNs simple
brin avec des bases libres en solution, formant ainsi un hétéroduplex double brin, provoque
la disparition progressive du plateau de saturation.

2.3 Translocation d’ADN simple brin en présence de
dNTP

Pour tester 'hypotheése de saturation de la fréquence de translocation par les struc-
tures secondaires de I’ADN, nous avons ajouté dans les solutions d’ADN des nucléotides
libres (ANTP), capables de se lier aux bases simple brin de ’ADN, empéchant ainsi la for-
mation de liaisons intramoléculaires et donc de structures secondaires. L’ajout progressif
de ANTP en solution avec les ADNs permet de rompre localement les appariements de
bases intramoléculaires. Lorsque les ANTP sont en exces par rapport aux bases d’ADN,
alors I’échantillon est essentiellement composé d’hétéroduplex ADN-dANTP sous une forme
double brin ne présentant pas de structures secondaires. L’ajout de ANTP en concentra-
tion croissante devrait donc estomper le plateau de saturation exhibé par la fréquence de
translocation jusqu’a totalement disparaitre en exces de ANTP.

Pour réaliser les expériences de translocation d’ADN simple brin en présence de ANTP,
les solutions d’ADN sont préparées selon le protocole décrit dans la section 2.1.2. Les
dNTP sont ajoutés en solution avec I’ADN simple brin apres la trempe thermique de celui-
ci et avant le marquage fluorescent au YOYO-1. Les ANTP sont injectés a la concentration
voulue puis la solution est laissée au repos a 5°C pendant un minimum d’une heure pour
que l'association entre les ANTP et les bases d’ADN ait le temps de s’équilibrer. Les
concentrations en dNTP seront données en fraction de ANTP par rapport aux bases
d’ADN disponibles, notée 6, telle que § = [dNTP]/[ssDN A], ou la concentration en
ADN est donnée en équivalent de bases. Avec cette définition, une valeur de 1 pour ¢
signifie qu’il y a en solution autant de ANTP que de bases d’ADN simple brin.

Nous avons donc mené des expériences de translocation avec des molécules d’ADN
M13mp18 en présence de concentrations variables en dAN'TP, allant de 0 a 3 en fraction par
rapport aux bases d’ADN. Pour chaque série de mesures, nous avons répété les expériences
un minimum de 36 fois. Les résultats de cette expérience sont présentés dans la figure 2.6.

Nous pouvons observer sur la figure 2.6 que le plateau de saturation disparait progres-
sivement avec I'ajout de ANTP en concentrations croissantes, pour totalement disparaitre
pour des fractions en ANTP de l'ordre de 2-3. Ainsi, plus les structures secondaires sont
remplacées par des hybrides ANTP-ADN, plus la courbe de fréquence de translocation
se rapproche de celle prédite par le modele de succion, conformément a nos prédictions
précédentes.
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FIGURE 2.6 — Expérience de translocation de molécules d’ADN avec structures secon-
daires en présence de dNTP : fréquence de translocation de molécules d’ADN simple brin
M13mpl8 en fonction de la pression hydrodynamique imposée a travers des nanopores
de 50 nm de diametre en présence de concentrations variables en dANTP. Les abscisses et
ordonnées sont respectivement normalisées par la pression critique P. et la fréquence a la
pression critique f. pour chaque série de courbes. Les courbes sont obtenues en moyennant
par valeur de pression des échantillons d’au moins 36 points expérimentaux et les barres
d’erreur correspondent & 'erreur standard & 95%. Les données sont ajustées par le modele

d’unzipping développé dans la section 2.4.1.
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A partir de ces observations et celles réalisées sur les expériences de translocation
d’ADN avec structures secondaires dans des nanopores de 80 nm de diameétre, nous pou-
vons conclure que la saturation de la fréquence de translocation a forte pression est bien
due a la présence des structures secondaires, qui bloquent ’entrée du polymere a 'intérieur
des nanopores.

Pour modéliser ce comportement, nous avons développé un modele basé sur celui
du modele de succion, en prenant en compte une étape supplémentaire correspondant a
I'ouverture spontanée des structures secondaires par fluctuations thermiques. Nous appel-
lerons par la suite ce modele sous le nom de modele d'unzipping.

2.4 Modele d’unzipping

2.4.1 Développements théoriques du modele d’unzipping

Dans le modele d’unzipping, 'acces de la molécule d’ADN dans les nanopores est
uniquement permis si les structures secondaires de celle-ci sont ouvertes. L’ouverture des
structures secondaires est un processus spontané sous l'effet de fluctuations thermiques
que nous pouvons concevoir comme le franchissement d’une barriere d’énergie libre dans
la théorie cinétique de Kramers. Nous supposons que la hauteur de cette barriere d’éner-
gie est indépendante de la pression hydrodynamique appliquée, conformément a nos ob-
servations expérimentales. Dans ce schéma, la fréquence caractéristique d’ouverture des
structures secondaires est une constante notée k.

k fsuc
\3 WEW.- —j%= —" -«\?}y

Y

TR i
m L W

SSDNA <im 1

FIGURE 2.7 — Modele d’'unzipping pour la translocation de molécules d’ADN avec struc-
tures secondaires : en absence de dANTP (-dNTP), la réussite de la translocation est
conditionnée par I'ouverture spontanée des structures secondaires avec une fréquence ca-
ractéristique ko s, puis la molécule traverse le nanopore en suivant le modele de succion.
En présence de ANTP (+dNTP), les structures secondaires sont déja rompues a l'arrivée
de la molécule d’ADN & l’entrée du nanopore, donc la translocation suit le modele de
succion exactement.

Lorsque la molécule d’ADN présente une structure secondaire, sa translocation a tra-
vers les nanopores s’effectue avec un temps additionnel par rapport au modele de succion,
dont la valeur moyenne est ko_flf. Une fois ses structures secondaires ouvertes par un pro-
cessus spontanée, la molécule peut pénétrer a l'intérieur du nanopore selon le modele de
succion avec une fréquence caractéristique fq,. (Fig.2.7).
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2.4. Modele d'unzipping

Lorsque le milieu contient des nucléotides libres en solution, il existe une probabilité
que ces nucléotides soient liés aux ADNs simple brins, entrainant ainsi la disparition des
structures secondaires. Par conséquent, ces hétéroduplex ne sont pas bloqués a l'entrée
des nanopores et les traversent alors selon le modele de succion (Fig.2.7). La probabilité
Pupiez qu'un nucléotide libre soit lié a une base d’ADN simple brin (et par extension
la probabilité qu’une structure secondaire soit détruite par la liaison avec des dNTPs)
s’exprime, dans le cadre de la théorie des isothermes d’adsorption de Langmuir, selon la
concentration en dN'TP et la constante de dissociation entre un nucléotide libre et une
base d’ADN simple brin K, de la maniere suivante :

7

Py, e — ;5 77 2.1
W T 4 K 1)

ou 6 représente la fraction de ANTP par rapport aux bases de ’ADN simple brin et K  est
exprimé en unité de #, qu’on peut aisément convertir en concentration molaire connaissant
la concentration en ADN simple brin (en équivalent de bases).

De maniere analogue, la probabilité P, de trouver une structure secondaire dans la
structure d’une molécule d’ADN méme en présence de ANTP est donnée par la probabilité
complémentaire a Pyypjeq, SOit :

P = Ke
+ Ky

Ainsi, dans le modele d’unzipping, la durée totale 7 de translocation d’une molécule
d’ADN présentant des structures secondaires, en présence de nucléotides libres en solution
a une fraction 6, est donnée par la relation suivante :

(2.2)

T = ko X P+ faue (2.3)

suc*

La fréquence de translocation f s’exprime comme l'inverse de la durée caractéristique
de la translocation, soit :

L

fc Kd & )
For; < Kgt0 +exp(p

f(PO)=17"1P0) = (2.4)

Pour des raisons de commodité, nous définissons un parametre 5 appelé parametre de
structure secondaire et définit de la maniere suivante :

fc « Kd
korr  Ka+0

B(0) = (2.5)

D’apres l'expression de la fréquence de translocation (2.4), lorsque P < P., nous
retrouvons 'expression canonique du modele de succion : f = f.(P/P.)exp (—F,./P). Dans
ce régime, I'ouverture des structures secondaires de I’ADN est un processus négligeable par
rapport au temps caractéristique du confinement du polymere a l'intérieur du nanopore.

Au contraire, lorsque P > P., nous avons f « f./(Pss+ P./P). Si Pss < P./P,
c’est-a-dire dans le cas ou la présence de structures secondaires est peu probable, nous
retrouvons 1'expression du modele de succion a forte pression, a savoir f o« f.x P/P,. Dans
ce régime, la translocation est dominée par l’advection du polymere par I’écoulement. Dans
le cas contraire, soit Py > P./P, la présence de structures secondaires est fort probable,
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Chapitre 2. Translocation d’ADN simple brin

donc la fréquence de translocation présente un plateau de saturation a la valeur f.P'.
La translocation est alors dominée par 'ouverture spontanée des structures secondaires
par fluctuations thermiques.

Nous verrons dans la section 2.4.4 une généralisation du modele d'unzipping prenant
en compte un équilibre en solution entre les formes ouvertes et fermées des structures
secondaires.

2.4.2 Validation expérimentale du modele d’unzipping

Nous avons mis notre modele d'unzipping a 1’épreuve des données expérimentales.
Le résultat des ajustements des courbes expérimentales par notre modele est visible sur
les figures précédentes en trait plein. Nous pouvons constater un tres bon ajustement
des données expérimentales par le modele dunzipping, ce qui vient valider ’approche
cinétique pour modéliser la translocation des molécules d’ADN présentant des structures
secondaires.

De maniere analogue et pour une meilleure lisibilité, nous avons repris les données de
la figure 2.3 que nous avons tracées de maniere a faire apparaitre une courbe maitresse
rendant compte du modele d'unzipping. Le résultat de cette représentation est montré
dans la figure 2.8. Plus les points expérimentaux sont proches de la droite tracée en
pointillés, plus la qualité du modele d’unzipping pour les représenter est grande.
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F1GURE 2.8 — Courbe maitresse du modele d'unzipping pour la translocation de molécules
d’ADN avec structures secondaires. Les données expérimentales sont issues de la figure
2.6.

Nous pouvons observer un grand accord entre les données expérimentales et le modele
d’unzipping pour I’ensemble des conditions testées. Nous constatons un faible écart des
données au modele a basse et haute pression. Ces écarts peuvent s’interpréter comme
des limitations techniques liées a notre méthode de mesure : a basse pression, nous ne
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2.4. Modele d'unzipping

comptons qu’un faible nombre d’événements; si la durée de la mesure est inférieure au
temps caractéristique entre 'apparition de deux événements de translocation successifs, la
statistique des mesures est erronée et elle sous-estime la fréquence de translocation réelle.
Au contraire, a haute pression, le nombre d’événements de translocation est tres grand
et la distinction sur une image entre deux événements proches (soit deux flashs lumineux
confondus) est difficile, ce qui peut mener a des erreurs de détection.

2.4.3 Mesures de K, et ks

Pour chacun de ces ajustements, nous avons mesuré le parametre 3, qui rend compte
du poids de la structure secondaire dans le processus de translocation. Nous avons résumé
dans le tableau 2.1 les valeurs numériques de ces mesures et nous avons tracé dans la figure
2.9 I’évolution du parametre 3 par rapport a la fraction en dNTP 6 pour les trois types
d’ADNSs présentant des structures secondaires utilisés dans notre étude (pour les ADNs
$X174 et A dénaturé, seuls les points sans ANTP sont représentés (0 = 0)).

0 | B(95%)
0 [7,7£0,6
0,001 | 7,3 40,4
0,005 | 6,1 0,4
0,05 | 5,6+0,6

02 | 4,44+0,3
05 |3,840,2
1 |3,640,2
2 | 1,7+0,1
3 10,6%0,4

TABLE 2.1 — Parametre d’ajustement 5 du modele d’unzipping des don-
nées expérimentales de la figure 2.6. Les incertitudes sont obtenues par
une méthode du jackknife sur les données expérimentales (95%).

Nous pouvons observer sur la figure 2.9 que les valeurs prises par le parametre
suivent en tres bonne approximation I’évolution prédite par le modele d'unzipping, soit
une décroissance hyperbolique avec la fraction en dNTP. A partir de ces mesures, nous
avons pu en déduire une estimation numérique de la constante de dissociation K, entre
un nucléotide libre en solution et une base simple brin d’ADN ainsi que la fréquence
caractéristique d’ouverture spontanée des structures secondaires k,ss. Ainsi, nous avons
mesuré Ky = (264 + 38) nM (95%), koff,Ml?)mplS = (13:|:1) x 1072 s7! (95%), koff,(leM =
(4,4 + 0,3) x 1072 71 (95%) et koff,)\DNA = (13 + 1) x 1072 71 (95%)

La valeur numérique de la constante de dissociation Ky mesurée a partir de 'ajus-
tement présenté dans la figure 2.9 est comparable en ordre de grandeur a celle mesurée
par Dahl et coll.[424], K4~ 1,4 uM, sur un complexe phi29 DNAP-DNA en présence de
dGTP en solution, ou encore celle de Picard-Jean et coll.[425], K4 ~ 7 — 16 uM, sur un
systeme d’ADN viral et de dNTPs en solution (la variabilité de la valeur de K, provient
du type de nucléotides). Les écarts observés entre ces différentes mesures s’interpretent
comme des spécificités liées aux conditions de la solution tampon utilisée, en particulier
la force ionique, comme cela a été montré par Picard-Jean et coll.[425]
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FIGURE 2.9 — Parametre § du modele d'unzipping en fonction de la fraction de dNTP
0 pour différentes molécules d’ADN disposant de structures secondaires. Les données
expérimentales pour ’ADN M13mpl8 sont ajustées par 1’expression de 3 en fonction de
0 du modele d'unzipping. Les valeurs de 8 pour ’ADN M13mp18 sont résumées dans le
tableau 2.1.

Concernant nos mesures de k¢, celles-ci sont en bon accord avec celles mesurées par
Bercy et coll.[426], ko ~ (3,8 — 30,0) x 107° s~* obtenues a partir de pinces optiques
sur des structures secondaires d’ADN (hairpins) parfaitement définies (la variabilité vient
une fois encore de la spécificité de la séquence ADN). Une autre étude de Liphardt et
coll.[427] vient confirmer cette valeur avec korp =2 x 107* s sur des mesures de pinces
optiques avec des hairpins d’ARN Pbab.

2.4.4 Généralisation du modele d’unzipping

Dans cette section, nous allons voir une généralisation du modele d’unzipping deve-
loppé dans la section 2.4.1 aux cas ot la molécule d’ADN simple brin est en équilibre entre
ses formes avec structures secondaires ouvertes ou fermées, avec les taux de transition de
I'une vers l'autre k,, et k,fr. Dans ce schéma, méme en absence de nucléotides libres en
solution, il est possible qu'une molécule d’ADN arrive a l'entrée du nanopore avec ses
structures secondaires déja ouvertes, ce qui lui permet de pénétrer dans le nanopore im-
médiatement. Ainsi, les structures secondaires peuvent étre supprimées en solution par
I’action des ANTP ou par fluctuations thermiques. On notera la constante de dissociation
des nucléotides libres avec les bases d’ADN simple brin K; = k_;/k;, avec respectivement
k_1 et kq les taux de dissociation et taux d’association liés a cet équilibre. Nous pouvons
alors illustrer le modele d'unzipping général selon le schéma cinétique de la figure 2.10.

Nous ferons ’hypothese d'un équilibre rapide entre les formes ouvertes et fermées des
structures secondaires par rapport a la durée de la translocation de la molécule a travers
les nanopores ; méme hypothese pour 1’équilibre d’association entre les ANTP et les bases
de ’ADN simple brin.
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FIGURE 2.10 — Modele d’unzipping général : a) en absence de dANTP en solution, la
molécule d’ADN simple brin (ADNsb) est en équilibre entre ses formes avec structures
secondaires ouvertes ou fermées, selon les taux de transition k,, et ko,r¢. Une fois les
structures secondaires ouvertes, ’ADN simple brin pénetre dans le nanopore et réalise sa
translocation avec une fréquence kg, décrite par le modele de succion. b) avec des ANTP
en solution, les structures secondaires sont éliminées par association entre les ANTP et les
bases de I’ADN simple brin, avec une constante de dissociation de I’équilibre Ky = k_1/k;.

A partir de ce schéma cinétique et selon les hypotheses décrites précédemment, nous
pouvons en tirer une expression pour la fréquence de translocation globale d’une molécule
d’ADN simple brin a travers des nanopores :

Esuc(P) 4 kon + ko s X ko1tksuc(P)
f (P’ 0) - ksuc(P) X ( ) ff k160 k_14+ksuc(P)’ (26)
k?suc(P) + kon + (koff + k’on + ksuc(P)) X T

ou P est la pression imposée et 6 la fraction en dANTP.
En I'absence de dNTP en solution (6 = 0), nous retrouvons 'expression typique du
modele d'unzipping :

il
Pe
f/fc - f P kon“l‘koff ) (27)

c

P,
T ERth o (B)
Fosr 7t kors PP

avec un préfacteur (ko, + korr)/koss au dénominateur ajouté par le modele d'unzipping
général.

Dans le cas inverse, avec des ANTP en exces par rapport au bases d’ADN simple brin
(0 > 1), nous retrouvons l'expression classique du modeéle de succion, toutes les bases
d’ADN simple brin étant liées a des nucléotides libres, ce qui forme une structure double
brin.

A Taide de l'outil Curve fitting de la Toolbox MATLAB, nous avons ajusté les données
expérimentales présentées dans la figure 2.6 selon le modele d'unzipping général. Nous
avons obtenu les valeurs suivantes pour les parametres du modele :koprp = 1,2 x 1074 71,
kon = 6,0 x 1071 571 et Ky = k_1/k; ~ 320 nM. Nous attribuons la tres faible valeur de
ko, a des limitations numériques de 'outil Curve fitting, ce qui laisse supposer que cette
valeur devrait étre prise comme nulle d’apres I'ajustement.

D’apres les valeurs des parametres mesurés, 1’équilibre entre les formes ouvertes et
fermées des structures secondaires n’est pas vérifié expérimentalement, la translocation se
passe comme s’il n’y avait pas de refermeture des structures secondaires une fois celles-ci
ouvertes par fluctuations thermiques, ce qui revient a un contréle cinétique de la trans-
location et non pas un controle thermodynamique. Ainsi, d’aprés ces observations, nous
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Chapitre 2. Translocation d’ADN simple brin

pouvons conclure que le modele d’unzipping "simple" est suffisant pour décrire la dyna-
mique de translocation des ADNs avec structures secondaires a travers des nanopores.

2.4.5 Conclusion

A partir de nos observations expérimentales, nous avons mis en évidence ’existence
d’un plateau de saturation de la fréquence de translocation pour les molécules d’ADN
disposant de structures secondaires. Ce plateau apparait a haute pression (P > P,) et ne
semble pas dépendant de la séquence ADN. Nous avons vu que cette saturation disparait
lorsqu’on augmente le diametre des nanopores, ce qui laisse supposer un blocage stérique
de la molécule d’ADN a l’entrée du nanopore. Nous avons ensuite montré que la dispa-
rition des structures secondaires par hybridation des bases d’ADN simple brin avec des
nucléotides libres en solution provoque la disparition du plateau de saturation et une évo-
lution prédite par le modele de succion. Grace a un modele cinétique basé sur le modele
de succion, en ajoutant une étape d’ouverture spontanée des structures secondaires, nous
avons ajusté avec succes les données expérimentales, ce qui qui nous a permis de mesurer
la constante de dissociation entre les bases de ’ADN simple brin et les nucléotides libres
en solution ainsi que la fréquence d’ouverture spontanée des structures secondaires. Ces
valeurs se comparent quantitativement avec celles obtenues dans des études précédentes
sur des systemes analogues.

Pour aller plus loin, a travers notre méthode, nous avons réussi a mesurer des pa-
rametres thermodynamiques et cinétiques que sont les constantes de dissociation K, et
les taux de dissociation k,¢; pour un systeme aussi complexe quun hétéroduplex ADN-
dNTP. Ces mesures sont habituellement réalisées a 1’aide de techniques telles que I'I'TC
ou la MST pour K, et la SPR ou BLI pour k,f¢. Ces dernieres sont des techniques com-
plexes qui nécessitent une grande expertise et peuvent se révéler compliquées a réaliser
pour des macromolécules (pour plus de détails, voir la section 2.3). Au contraire, notre
méthode basée sur la translocation a travers les nanopores est facile & mettre en place et
ne nécessite pas de grande préparation pour I’échantillon & part le marquage fluorescent.
Notre technique dispose des avantages liés a la microscopie ZMW pour nanopores, soit
une grande parallélisation des translocations, ce qui permet une analyse statistique fiable
méme pour des systemes disposant d’un faible taux de dissociation. Enfin, 'extraction de
la valeur de k,ss est simple car il s’agit de la valeur de la fréquence de translocation au
plateau de saturation. A partir de ce constat, nous pouvons envisager des applications pra-
tiques de cette technique pour des mesures de dissociation de complexes protéiques sans
limitations pour la borne supérieure de la masse moléculaire ; il suffit pour cela d’adapter
le diametre du nanopore pour ne laisser passer la molécule que sous sa forme dissociée.

2.5 ADN simple brin et ratchet de translocation

Apres avoir étudié la translocation d’ADN simple brin et mis en évidence I'importance
des structures secondaires dans la dynamique de translocation, nous allons terminer ce
chapitre par une étude portant sur la réalisation d’un ratchet de translocation avec des
ADNs simple brin. Nous reprendrons la méthodologie développée dans la section 1.1.1
pour la translocation d’ADN X a pression variable en présence de PEI a la sortie des
nanopores a une concentration fixe. Nous verrons que la présence de PEI a la sortie des
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nanopores accélere le transport des molécules d’ADN simple brin de la méme maniere que
les molécules double brin, preuve que le ratchet de translocation est également effectif pour
les ADNs simple brin.

2.5.1 Protocole

Pour la préparation des molécules d’ADN A\ dénaturé, nous avons repris le protocole
décrit dans la section 2.1.2, comprenant une premiere étape de chauffage a 80°C pen-
dant 10 minutes pour dénaturer ’ADN A double brin, suivies de 5 minutes sur bain de
glace (5°C) pour figer les brins d’ADN par liaisons intramoléculaires et ainsi générer des
molécules d’ADN simple brin avec structures secondaires. L’ADN est ensuite marqué au
YOYO0-1 et laisser a reposer 10 minutes a température ambiante.

L’expérience de translocation s’effectue immédiatement apres les dix minutes de repos
suivant le marquage de ’ADN au YOYO-1. Nous avons suivi le protocole décrit dans la
section 1.1.1 pour réaliser les expériences de translocation a pression variable et concen-
tration en PEI constante.

2.5.2 Ratchet de translocation et structures secondaires

Nous avons mesuré la fréquence de translocation des molécules d’ADN \ dénaturées a
travers des nanopores de 50 nm sous trois conditions différentes : absence de PEI, PEI a
ratio de charges 0.05 et 0.5 (nous rappelons que le ratio de charge correspond au rapport
des concentrations en groupes amines des polycations par rapport aux groupes sulfates de
la chaine carbonée de ’ADN). Pour chaque condition, nous avons fait varier la pression
imposée entre 30 mbar et 145 mbar; les expériences ont été répétées un minimum de 16
fois et les données ont été moyennées par valeur de pression. Le résultat de ces mesures
est présenté dans la figure 2.11A.

Nous pouvons observer sur la figure 2.11A que la fréquence de translocation suit le
modele de succion a basse pression quelque soit la concentration en PEI a la sortie des
nanopores. La pression critique est sensiblement la méme pour les trois conditions, confor-
mément aux observations faites dans la section 1.1.2, avec une valeur de 137 mbar, ce qui
est un peu plus élevé que la valeur 85 mbar mesurée pour TADN A non-dénaturé (voir
Tab.1.1). Nous attribuons cette légere différence a la présence des structures secondaires
dans la conformation de ’ADN X\ dénaturé, qui tendent a rigidifier le polymere. Auger
et coll.[304] ont montré que la longueur de persistance d'un polymere modifie la pres-
sion critique en ajoutant un facteur In (\/R), ot A = (L,D?)!/3 avec R le rayon du pore
et D son diametre et L, la longueur de persistance du polymeére. A partir des valeurs
numériques de pression critique et les dimensions du pore, en supposant une longueur
de persistance de 50 nm pour la molécule d’ADN A double brin, nous pouvons estimer
d’apres la formule précédente la longueur de persistance de ’ADN A dénaturé a environ
178 nm, ce qui correspond a une augmentation d’'un facteur supérieur a 3 de la rigidité
de la molécule. Cette valeur semble relativement élevée, en sachant que la longueur de
persistance d'une molécule d’ADN simple brin est de 2 nm[428]. Méme si la formation de
structures de type hairpin tend a rigidifier la molécule, une valeur 3 fois plus élevée de
longueur de persistance par rapport a la valeur de ’ADN double brin semble surestimée.
Nous pensons que la présence de petites structures secondaires d’une taille inférieure ou
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FIGURE 2.11 — Expériences de translocation d’ADN X\ dénaturé dans des nanopores de 50
nm de diameétre. A) Fréquence de translocation en fonction de la pression hydrodynamique
imposée pour différentes concentrations en PEI a la sortie des nanopores. B) Idem avec
I’axe des abscisses normalisé par la pression critique. Les expériences sont répétées un
minimum de 16 fois et les données présentées ici correspondent a une moyenne par valeur
de pression de ces données. L’incertitude associée est prise comme l'incertitude standard

(95%).
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égale au diametre du pore peut perturber la pénétration du polymere a l'intérieur du
nanopore, ce qui augmente le colit de confinement et donc la barriere d’énergie libre.

La pression critique étant la méme pour toutes les conditions, nous pouvons normaliser
I’axe des pressions par la pression critique pour faciliter les comparaisons entre les courbes.
Le résultat de cette représentation est visible sur la figure 2.11B.

Comme pour les expériences de translocation en absence de PEI, nous observons I'ap-
parition d’un plateau de saturation de la fréquence de translocation pour des valeurs de
pression supérieures a 0,5F,. Nous observons cependant une pente plus prononcée pour les
conditions avec PEI a la sortie, en comparaison a la condition sans PEI ou la fréquence
de translocation est relativement constante a forte pression. De plus, la hauteur de ce
plateau de saturation augmente avec la concentration en PEI, avec une augmentation de
prés du double entre les conditions sans PEI et celle a un ratio de charges de 0,5. Ainsi,
il semblerait que la présence de PEI a la sortie des nanopores accélere la translocation
des ADNs A dénaturés, comme c’est le cas pour 'TADN A\ non-dénaturé. Avec le recul
acquis sur notre étude du ratchet de translocation avec des molécules d’ADN double brin,
nous pouvons conclure que le ratchet de translocation est également fonctionnel pour les
ADNs présentant des structures secondaires. La encore, nous observons une augmentation
linéaire de l'efficacité du ratchet de translocation avec la concentration en polycations a la
sortie des nanopores, comme en témoignent les données de la figure 2.12, pour lesquelles
la fréquence de translocation a été normalisée par la fréquence expérimentale a P = P..
Avec cette normalisation, les courbes se superposent, ce qui signifie une homothétie de la
fréquence de translocation par ajout de PEI a la sortie des nanopores, comme cela a déja
été montré pour ’'ADN X dans la section 1.2.1.
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FIGURE 2.12 — Fréquence de translocation normalisée par la fréquence expérimentale a
P = P. en fonction de la pression imposée. Les données sont issues de la figure 2.11.

Pour estimer le gain de fréquence Af/ fo, il suffit de faire le quotient entre les courbes
a une concentration en PEI donnée par celle sans PEI puis de retrancher 1. Avec cette
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Chapitre 2. Translocation d’ADN simple brin

méthode, a partir des données présentées dans la figure 2.12, nous mesurons pour I’ADN
A dénaturé avec comme agent de ratchet le PEI des gains de fréquence par ratchet de
translocation de 0,26 + 0,07 (95%) et 0,75 £+ 0,19 (95%) respectivement pour des ratios
de charges p, /p_ de 0,05 et 0,5, ce qui est en trés bon accord avec les mesures réalisées
pour ’ADN X non-dénaturé avec le PEI présentées dans la figure 1.8.

Revenons sur la pente non-nulle du plateau présente pour les conditions avec PEI.
Nous avons vu dans la section précédente que la présence de structures secondaires dans
la molécule d’ADN induit une saturation de la fréquence de translocation, que nous avons
interprétée comme un blocage du polymere a I’entrée du nanopore en raison de ses struc-
tures secondaires ’empéchant de pénétrer dans le pore. L’ouverture des structures secon-
daires étant un processus spontané, 'augmentation de la pression imposée n’accélére pas
I'ouverture de ces structures, d’ou la saturation observée. Or, pour les conditions avec
PEI, nous observons une augmentation linéaire de la fréquence de translocation au niveau
du plateau, ce qui semble indiquer que la présence du ratchet de translocation a la sortie
des nanopores facilite ’ouverture des structures secondaires. La courbe se rapproche alors
de celle prédite par le modele de succion a forte pression, soit une évolution linéaire. Une
hypothése possible pour expliquer ce comportement serait la longueur de contour de la
molécule d’ADN A (16 pm) par rapport a la longueur des nanopores (6 um) : le ratchet de
translocation a la sortie des nanopores exerce une force sur le polymere en translocation
qui est transmise a ’entrée du nanopore au niveau des structures secondaires bloquées (car
fermées). Dans ce schéma, le ratchet de translocation facilite 'ouverture des structures
secondaires comme c’est le cas pour les ratchets biologiques tels que Sec61, qui facilite la
dénaturation des protéines en translocation chaperonnées par les molécules Hsp.

Une autre explication possible pour la pente non-nulle du plateau de saturation pour-
rait étre que ’échantillon d’ADN A\, méme chauffé selon le protocole décrit 2.5.1 pour le
dénaturer, contiendrait encore une partie de molécule sous forme double brin. La trans-
location de ces molécules double brin s’effectue selon le modele de succion, c’est-a-dire
linéairement avec la pression pour des pressions de 'ordre de la pression critique. Ainsi,
la fréquence de translocation, qui est une mesure moyenne pour un échantillon d’ADN
donné, correspondrait a la moyenne de la fréquence de translocation des molécules dé-
naturées (qui sature a forte pression) et des molécules non-dénaturés (linéaire a forte
pression), d’ott la pente non-nulle pour le plateau de saturation.

2.5.3 Effet de I'héparine sur le ratchet de translocation avec
ADN )\ dénaturé

De la méme maniere que celle utilisée pour mettre en évidence le mécanisme de ratchet
de translocation pour ’ADN )\, nous avons ajouté en solution avec les molécules de PEI
de I’héparine en exces pour jouer le role de compétiteur de ’ADN pour ’association avec
le PEI (voir section 1.1.3).

Nous avons donc employé le protocole décrit dans la partie précédente pour réaliser les
expériences de translocation avec des molécules d’ADN A dénaturées et nous avons ajouté
en solution a la sortie des nanopores de I’héparine en exces avec le PEI (concentration en
héparine 10 fois plus concentrée que celle du PEI, en équivalent de groupements amines).
Nous avons mesuré la fréquence de translocation en fonction de la pression imposée avec
et sans PEI a la sortie des nanopores et avec et sans héparine. L’expérience a été répétée
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2.5. ADN simple brin et ratchet de translocation

un minimum de 8 fois et nous avons moyenné les données par valeur de pression. Les
résultats de ces mesures sont présentés dans la figure 2.13.
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F1GURE 2.13 — Effet de I'héparine sur le ratchet de translocation pour la molécule d’ADN
A dénaturée dans des nanopores de 50 nm de diametre : fréquence de translocation en
fonction de la pression imposée pour avec ou sans PEI a la sortie des nanopores et avec
ou sans héparine (en concentration 10 fois plus grande que celle du PEI). Les expériences
sont répétées un minimum de 8 fois et les données présentées ici correspondent a une
moyenne par valeur de pression de ces données. L’incertitude associée est prise comme
I'incertitude standard (95%).

Nous observons sur la figure 2.13 que la présence d’héparine a la sortie des nanopores
annule le gain de fréquence lié a la présence du ratchet de translocation a la sortie des
nanopores. En effet, le plateau de saturation caractéristique des ADNs avec structures
secondaires en présence de PEI et d’héparine se confond avec celui de la courbe sans PEI
ni héparine. Une fois encore, la mise en évidence de 'effet de ratchet de translocation est
montré par l'effet de 'héparine, comme nous 'avions montré dans la section 1.1.3 pour
I’ADN X non-dénaturé.

En revanche, nous constatons une nette élévation de la pression critique par ajout
d’héparine en exces a la sortie des nanopores : par un ajustement des données par le
modele de succion sur le début de la courbe a basse pression, nous mesurons une pression
critique de 155 mbar en présence de PEI et d’héparine a la sortie des nanopores, contre
137 mbar avec PEI mais sans héparine. Pour sonder cet effet, nous avons réalisé des
expériences de translocation d’ADN A\ dénaturé en présence d’héparine a la sortie des
nanopores mais cette fois-ci sans PEI. L’expérience a été répétée 8 fois et les résultats
sont présentés dans la figure 2.13 (courbe en jaune signalée "p, /p_0+ héparine").

En présence d’héparine a la sortie des nanopores et sans PEI, nous observons un pla-
teau de saturation de la fréquence de translocation a haute pression confondu avec celui
des courbes sans PEI ni héparine et celle avec PEI et héparine, ce qui appuie les obser-
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Chapitre 2. Translocation d’ADN simple brin

vations précédentes sur l'effet de ratchet de translocation induit par le PEI. Concernant
la pression critique, ’élévation observée précédemment est confirmée par cette nouvelle
expérience et méme accentuée, avec une pression critique mesurée a 259 mbar. Il semble-
rait donc que la présence d’héparine a la sortie des nanopores soit bien responsable de
I’'augmentation de la pression critique.

Pour expliquer cette élévation de pression critique, nous proposons l'idée que la pré-
sence en exces d’héparine a la sortie des nanopores puisse induire un potentiel électro-
statique globalement négatif a la sortie des nanopores, venant perturber la translocation
des molécules d’ADN & travers le nanopore. Ainsi, la molécule d’ADN doit remonter un
gradient de potentiel électrostatique, ce qui vient augmenter la barriere d’énergie libre
de confinement du polymere a l'intérieur du nanopore. Il s’agit ici d’'un modele simple
ou nous négligeons l'effet des contre-ions sur le potentiel électrostatique. Un modele plus
élaboré de diffusio-osmose serait de prendre en compte les sels en solution et de résoudre
I’équation de Poisson-Boltzmann pour en tirer une valeur du potentiel électrostatique le
long du nanopore. Dans cette approche, il serait nécessaire de prendre en compte le for-
¢age hydrodynamique venant perturber la répartition des ions a la sortie du nanopore.
Notre démarche est ici d’estimer grossierement si un potentiel électrostatique induit par la
présence d’héparine en exces entre les extrémités du nanopore est susceptible de modifier
la pression critique, d’ou le modele simple que nous développons.

Dans ce schéma, nous pouvons réécrire I'expression du flux critique J.x en présence
d’héparine a la sortie des nanopores en introduisant un cotit Au de potentiel électrosta-
tique supplémentaire :

_ ksT+Ap Ap Jex o Ap

Jc+7—> T, _1+k:BT'

Expérimentalement, nous avons J, * /J. = P.* /P. ~ 2 ce qui conduit & Au ~ kgT.
En reprenant la relation de Nernst (1.1), nous pouvons en déduire que cette énergie
correspond a une différence de potentiel d’environ 25 mV entre la sortie du nanopore et son
entrée. En considérant la densité de charge d’une pelote d’ADN a l’entrée du nanopore,
que nous avons estimé a 2 fois la concentration en polycation a la sortie du nanopore
(p+/p— = 0,5) et en sachant que 'héparine est elle-méme dix fois plus concentrée que
le PEI, nous avons un rapport de concentrations (en charges) entre I’héparine et ’ADN
d’un facteur 5, ce qui conduit a une différence de potentiel d’environ 40 mV entre la sortie
et l'entrée du nanopore, d’apres 1’équation de Nernst. Cette estimation est en tres bon
accord avec 1’élévation de pression critique observée expérimentalement, ce qui semble
justifier 'hypothese de cofit énergétique supplémentaire lié au potentiel électrostatique
négatif induit par I’exces d’héparine a la sortie des nanopores.

Jox

(2.8)

2.5.4 Translocation d’ADN &X et M13mp18 en présence de PEI

Pour confirmer les observations faites sur 'ADN A dénaturé en présence de PEI,
nous avons réalisé des expériences similaires avec les molécules d’ADN ®X (5386 nt) et
M13mp18 (7249 nt) ; ces deux molécules d’ADN sont des ADNs simple brin mais ’ADN
®X est linéaire tandis que 'ADN M13mpl8 est circulaire, ce qui donne une longueur de
contour de 5386 nt pour le premier contre 3625 nt pour le second.

Les expériences présentées dans cette section ont été réalisées par Tristan Jocteur que
j’ai encadré lors de son stage de L3.
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2.5. ADN simple brin et ratchet de translocation

Pour ces expériences, nous avons préalablement chauffé les échantillons d’ADN selon
le protocole décrit dans la section 2.5.1. Pour chaque échantillon d’ADN, nous avons
mesuré la fréquence de translocation a travers des nanopores de 50 nm de diametre pour
des pressions allant de 50 mbar a 300 mbar, avec ou sans PEI a la sortie des nanopores
(dans le cas avec PEI la concentration est telle que le ratio de charges p,/p_ vaut 0,5).
Chaque expérience est répétée un minimum de 4 fois, puis la fréquence de translocation
est moyennée par valeur de pression. Les résultats de cette expérience sont présentés dans
la figure 2.14.

Nous observons sur la figure 2.14A que la présence de PEI a la sortie des nanopores
accélere le transport de TADN ®X & travers les nanopores, avec en particulier un plateau
de saturation présentant une augmentation de pres de 20% de sa valeur en absence de
PEI. En revanche, I'observation de la figure 2.14B nous montre une absence d’effet du
PEI sur la fréquence de translocation pour ’ADN M13mpl8. Pour cet ADN; les courbes
avec et sans PEI a la sortie des nanopores se confondent.

Les observations faites dans la section 1.6.1 sur I'existence d’une longueur de contour
critique pour déclencher 'effet de ratchet de translocation peuvent nous aider a com-
prendre les résultats des ADNs ®X et M13mp18 avec le PEI. En effet, nous avons écrit
au début de cette section que ’ADN ®X dispose d’une longueur de contour de 5386 nt,
contre 3625 nt pour TADN M13mp18. Pour réussir leur translocation, les structures se-
condaires les plus grandes de ces molécules doivent s’ouvrir pour permettre la passage de
la molécule dans le nanopore. Il reste cependant les structures secondaires les plus petites
dans la structures du polymere, ce qui contribue a réduire la longueur de contour effective
de la molécule. 11 est de ce fait concevable que la longueur de contour de la molécule
d’ADN ®X soit supérieure a 3 kbp a la sortie du nanopore pour permettre le déclenche-
ment du mécanisme de ratchet de translocation comme nous ’avons décrit dans la section
1.6.1. En revanche, la longueur de contour effective de la molécule d’ADN M13mpl8 est
certainement inférieure a cette taille critique, ce qui ne permet pas de déclencher le méca-
nisme de ratchet de translocation et 'accélération du transport de la molécule a travers
le nanopore.

A travers cette expérience, nous avons pu confirmer I'observation de la longueur de
contour critique pour le mécanisme de ratchet de translocation sur un systeme expérimen-
tal différent (ADNs simple a la place ’ADNs double brins). Cette observation contribue
a la généralité déja décrite auparavant dans cette étude pour le ratchet de translocation.
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FIGURE 2.14 — Effet de ratchet pour les molécules d’ADN simple brin ®X et M13mp18: A)
Fréquence de translocation de molécules d’ADN ®X en fonction de la pression imposée
avec et sans PEI a la sortie des nanopores. B) Idem mais pour ’ADN M13mpl8. Les
expériences sont répétées un minimum de 8 fois et les données présentées ici correspondent
a une moyenne par valeur de pression de ces données. L’incertitude associée est prise
comme l'incertitude standard (95%).
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Projet Annexe : Switchable Nanopores by
Cononsolvency Effect

Durant mon projet de these, j’ai eu la chance de travailler sur un projet annexe en
collaboration avec le groupe de Jens-Uwe Sommer (Leibniz-Institut fiir Polymerforschung
Dresden) portant sur I'observation d’un effet co-nonsolvant dans des nanopores greffés de
polymeres PNiPAAm. L’effet de co-nonsolvant consiste, pour un polymere, & une sensi-
bilité accrue a un mélange de solvants, pouvant mener deux bons solvants a former un
mauvais solvant lorsqu’ils sont en mélange. C’est le cas notamment pour le PNiPAAm en
solution dans un mélange eau-éthanol.

Nous nous sommes servis de cet effet pour créer des nanopores disposant d’un rayon
effectif variable selon la composition du solvant. Pour cela, nous avons greffé des polymeres
PNiPAAm dans des nanopores, puis nous avons étudié la translocation de molécules
d’ADN X\ marquées en fluorescence a travers ces nanopores greffés. La mesure de la pression
critique nous a permis de remonter au rayon effectif du pore, soit la hauteur de la brosse
de polymeres greffés. En modifiant la composition du solvant, nous avons observé 'effet
de co-nonsolvant sur la pression critique et ainsi mis en évidence la possibilité de créer
des nanopores de tailles modulables a partir de cet effet.

J’ai contribué a cette étude en réalisant avec Huaisong Yong les expériences de mi-
croscopie Zero-Mode Waveguide. Les résultats que nous avons obtenus ont mené a une
publication en avril 2021 dans le journal Macromolecules. Ce qui suit correspond a cette
publication.
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Abstract

Stimuli response of polymer-decorated nanopores/nanochannels is a fascinating topic both in
polymer science and modern nanotechnology; however, it is still challenging for standard
analytical methods to characterize these switchable nanopores/nanochannels. In this study,
based on the physics of polymer translocation we developed an analytic method and thus for
the first time were able to quantitatively measure the effective thickness of the polymer layer
around the rim of nanopores. As an application example of this method, we studied the
translocation dynamics of fluorescence DNA through poly(N-isopropylacrylamide) decorated
switchable nanopores in aqueous environments. By adding small amounts of ethanol to the
aqueous buffer solution a switch-like response of the DNA-translocation can be observed. It is
also observed that a pronounced switching effect can be only realized in a window of
moderate grafting densities of poly(N-isopropylacrylamide) layer. These are attributed to the
cononsolvency effect which causes a collapse of the polymer layer and thus a transition
between "closed" and "open" states of the nanopores. Our study clearly transpired that
cononsolvency effect of polymers can be used as a novel trigger to change the size of
nanopores, in analogy to the opening and closure of the gates of cell-membrane channels. We
envisage that our study will spawn further developments for the design of switchable nano-

gates and nanopores.
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A transition between "closed" and "open" states of the switchable
nanopores is realized by the cononsolvency effect of grafted PNiPAAm.

1. Introduction

Switch-like response in soft matter can be achieved by volume changes of immobilized
polymers such as gels and polymer brushes in solution, triggered by pH, thermal and photo
responses [1]. However, harnessing of these effects in applications generally requires a large
change of the environmental parameters such as temperature and pH. Particularly when
considering applications in biomaterials this is inconvenient, since in living environments
temperature and pH usually has to be controlled in a narrow range. On the other hand, it is
known that volume phase transitions take place when biopolymers such as RNA are mixed
with multicomponent solutes/solvents including non-specifically RNA-binding proteins [2,
3]. Another example is a reentrant condensation of proteins in aqueous solutions observed by
addition of multivalent salts [4]. A phenomenon similar to reentrant condensation of proteins
is cononsolvency first observed in synthetic polymers [5]. Here, a mixture of two good
solvents causes the collapse or demixing of polymers such as poly(N-isopropylacrylamide)
(PNiPAAm) in a certain range of compositions of these two solvents. It is worth noting that
this transition is of first order even for immobilized macromolecules [6] , thus a small
concentration change of the cosolvent is sufficient to trigger the collapse. Previous studies [7]
confirmed that the thickness of a PNiPAAm brush on a flat surface exhibits a switch-like
response when a very small amount of alcohol (usually termed as cosolvent) is added into the
aqueous solutions of polymer brushes. Thus, cononsolvency of polymer brushes appears as a
promising candidate to mimic the opening and closing of cell-membrane channels, but so far
this is merely supported by coarse-grained computer simulations [8-10] and not yet reported

in any experimental investigation [11-14].

Meanwhile, we have to realize that it is impossible to do a rational experimental
investigation on the cononsolvency response of polymer-decorated switchable nanopores,
unless suitable characterizing methods are available. However, it is still challenging for

standard analytical methods to characterize stimuli-responsive behaviors of polymer layers in
2



various confined environments such as nanopores. To our best knowledge, only few studies
[15-17] reported that the atomic force microscopy can be used to qualitatively detect the
hydrodynamic thickness of a polymer layer around the hollow structures. Lack of analytic
methods to quantify the thickness of a polymer layer around the rim of nanopores, actually
impedes further developments for the rational design of switchable nano-gates and

nanopores.

Hence it is an important aim of this work to develop a method to quantitatively determine
the thickness of polymer layer around the rim of nanopores. In this study we achieved this
task on the basis of the physics of polymer translocation. As an application example of this
method, we studied the translocation dynamics of fluorescence DNA through PNiPAAm
decorated switchable nanopores in aqueous environments. We demonstrated that switchable
nanopores can be prepared by harnessing the cononsolvency transition in grafted polymers.
The widening of the PNiPAAm decorated nano-channels occurs in a narrow window of about
5% volume fraction of ethanol in aqueous buffer solution. Experimental results quantitatively
showed that PNiPAAm layers around the rim of nanopores show solvent-composition
responsive behaviors in the range of metabolic pH values and room temperatures. In the
following, the methodology used in this study will be firstly described in Section 2, then
experimental results will be discussed in Section 3 and finally concluding remarks will be

made in Section 4.

2. Experiments and Methods

2.1. DNA translocation experiments

In our experiments, track-etched polycarbonate membranes (Whatman, with nominal pore
diameters equal to 50nm and thicknesses equal to 6um) were used in DNA translocation
experiments. First the membranes are one-side sputtered with a thin layer of gold (EVA 300
Alliance Concept evaporator, thickness 50 nm, speed of deposit 0.2 nm), then the gold layer is
grafted with a PNiPAAm layer by grafting-to method. In this study, the different samples are

named as “higher-graft-15K” and “lower-graft-15K” to discriminate the higher and lower

grafting densities of polymer layers with a molecular weight of M, = 1.5 x 10" g/mol, and
dispersity M, /M, = 1.18. We named “higher-graft-30K” and “lower-graft-30K” to discriminate

the higher and lower grafting densities of polymer layers with a molecular weight of M, = 3.0

x 10" g/mol, and dispersity M,/M, = 1.25. For the details of preparing polymer layers, see

section S1.1 of Supporting Materials.
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Figure 1. A sketch of fluorescence A-DNAs translocating through PNiPAAm-grafted nanopores: (a) Three-
dimensional view of nanopore structures, and (b) side view of a single nanopore. In this study, based on the
DNA-translocation efficiency we developed an analytic method to quantitatively measure the effective
thickness of a polymer layer around the rim of nanopores, i.e., the polymer layer in the box region depicted in

the right figure.

As for DNA translocation experiments, a dilute solution of A-DNA (0.1 pM, 48 kbp) in tris
buffer solution (tris 10 mM, EDTA 1 mM and KCl 10 mM, pH = 7.6) fluorescently labeled with
YoYo-1 (Life Tech) filled in the cis-chamber where the pressure was applied, for the
experimental details please refer to our previous publications such as ref.[18]. A few hundred
DNA translocation events were observed simultaneously with a time resolution of about
10ms by fluorescence microscopy, which was sufficient to resolve each translocation event. A
cartoon depiction of A-DNAs translocating through PNiPAAm-grafted nanopores, is shown

in Figure 1.

In our cononsolvency experiments, ethanol is merely added to the buffer solution in the
trans-chamber, see Figure 1b. Taking into account that DNAs are driven from the cis-chamber
to the trans-chamber, the composition of the tris buffer (without ethanol) in the cis-chamber is
unlikely affected by the composition change of solvent in the frans-chamber. Thus, it is
unlikely that the DNA translocation is directly affected by the addition of ethanol in the trans-
chamber. It is worth pointing out that the volume size of the trans-chamber is significantly
larger than that of the cis-chamber; thus, in our study, the solvent-composition change in the

trans-chamber due to the liquid driven from the cis-chamber can be neglected.

2.2. Characterizing the effective thickness of a grafted polymer layer around the

rim of nanopores

In this study, to quantitatively estimate the thickness of the polymer layer around the rim
of nanopores, we used the celebrated suction model for the translocation of polymer in dilute
solutions introduced by P.-G. de Gennes [19, 20]. Our method is on the basis of the DNA-

translocation efficiency which in turn relies on the proven fact that in the strong confinement
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regime, the critical force to guide flexible linear polymer chains through nanopores is

independent of the chain length [21]. We analyzed the variation of the DNA translocation

frequency per pore (fpy,) with the gradient of pressure (P) where the pressure on the side of

membrane without coating a gold layer is higher, see Figure 1b. In the framework of the

suction model [18, 22], the translocation frequency is expressed as

AF
fona =k eXp(_kB_T) / @))]

by assuming that DNA translocation is described as the travel of a flexible polymer through a
free-energy landscape with a barrier of height AF and assuming the translocation process
follows a Boltzmann statistic. We note that the persistence length of DNA is about 50 nm
which is also the nanopore size in this study, thus a flexible-polymer-chain assumption for

DNA in this study is reasonable [23].

In Eq.(1), k; is the Boltzmann constant and T is the thermodynamical temperature. k,(s") is
the rate of incidence on the barrier. By Kramers’ theory [24, 25] for Brownian motion in a field

of force, when k, is dominated by the presence of the barrier AF, k,°<J/]. holds with | the

solvent flux (m’ s™) and J, the solvent-flux threshold. In the suction model, the energy barrier

is AF =k;T(J /]) and the translocation frequency f,, finally reads

P
fona =k, (%J eXp(—Ff) ’ (2a)

c

with k, a proportionality factor (s™), P the gradient of pressure applied by the equipment
where the pressure on the side of membrane without coating a gold layer is higher, the

critical pressure P, = R,J.. R, is the hydrodynamical resistance of the pore equals to 811L/7'(R4L,ff

with L the length of a pore (L = 6um in this study), R4 is the effective radius of pores, and 7 is

the solvent viscosity in the cis-chamber, see Figure 1b. In this study, 7 is the solvent viscosity

of the tris buffer (without ethanol).

Taking into account of that the pore size is significantly larger than the cross-sectional size

of DNA backbone and the Reynolds number is at the order of about 10, the Poiseuille’s law

and Darcy's law are still valid for the flow in this study [18, 26]. Keeping in mind that the



solvent-flux threshold (J.) of polymer translocation has been proven by both theories [19, 20]

and experiments [21] at the order of

k,T
J. = const x f] , (3a)

then we can use this relation to estimate the thickness of a polymer layer around the rim of
nanopores. Technically speaking, it is unnecessary to know the numerical prefactor on the

right-hand side of Eq.(3a) in experiments; the effective (hydrodynamic) radius of the

polymer-decorated pore, R, can be calculated in a way of avoiding the numerical prefactor

as below,
1
P T )¢
R, :Ro{ e x W} , (4a)
Pc,eﬁ‘ TO

where P, and P, are critical pressures of the blank membrane and when the same

membrane is grafted with a polymer layer, respectively; T, and T,; are temperatures where

experiments are conducted for the blank membrane and when the same membrane is grafted

with a polymer layer, respectively. In our cononsolvency experiments, the temperature is

fixed at 298K; thus, T,; = T, holds in our experiments. R, is the radius of nanopores without

grafted polymers, usually it is insensitive to normal temperature change, in this study R, =

25.0 £ 1.0 nm is the corresponding measured value using scanning electron microscopy.

Taking into account the fact that the polymer layer grafted around the rim of nanopores,

the relation of R ;< R, always holds. Then, the effective thickness of the polymer layer around

the rim of nanopores can be obtained as

H=RO—REff, (5)

i.e,, the effective thickness of the polymer layer in the box region depicted in Figure 1b. It is
remarkable that Eq.(4a) is a fourth-order power law, this implies that the change of critical
pressure is sensitive to the change of pore size and thus the effective thickness of the polymer
layer around the rim of nanopores can be estimated in a relatively high accuracy. It is noted
that we measure H under flow conditions which leads to that the estimated thickness (H) may

not coincide with the thickness of equilibrium polymer layers.

The frequency fn, is calculated as



N

DNA

fona = (6)

pore

The DNA-translocation efficiency, i.e.,, the number of DNA translocation events (Npy,)

through a fixed area (A =135um x 135um) of membranes and in a fixed period of time (¢ =30
s) is counted both by a combination of visual inspection by human eyes and using an in-
house script coded in Python. Examples to determine the number of DNA translocation
events are shown in Figure S1 of Supporting Materials and Video Supporting Materials. For
the details how to count the number of DNA translocation events and process these data, see

sections S1.2 and S1.3 of Supporting Materials.

The pore density in Eq.(6) is with a value of p,,, = 6X 10° pores/cm’ in this study. The

average number of pores in the fixed area is about 1.1 x 10°, thus the observed number
fluctuation of DNA translocation events in this study actually can be neglected. As shown in

Eq.(6), the number of translocation events (Np,,) observed in this study only differs from the
translocation frequency (fyy,) by a constant multiplicatory factor. In the following we use

Npy, instead of f;,, in discussion by convenience, since we are only interested in the relative

variation of the frequency with respect to the buffer conditions. Thus, in this study the critical

pressure (P ) is obtained by fitting the nonlinear equation

P
Npya = 3 [PEJEXP(_?C] ’ (7)

where k; is a constant for a given system. The detail of using Eq.(7) to process experimental

data in this study is shown in section S1.4 of Supporting Materials.

We note that the driving force for DNA translocation through nanopores/nanochannels
can be an electric field [27, 28] which is widely used in translocation experiments and still lack
of quantitative methods to characterize, our experimental method can be extended and

formulated to this case. Following a derivation in analogy to the case of pressure driving as

shown above, for the case of electric field as the driving force, the translocation frequency f,,

reads as [29],

E E
fDNA = k4 (E_j exp(—ff), (2b)

c



with k, a proportionality factor (s™'), E the strength of the electric field applied to drive DNA

translocation and E, the electric-field threshold. In experiments, the voltage strength V = EL is

usually used instead of the electric-field strength (E) with L the length of a pore (such as L =
6um in this study). The applicability of Eq.(2b) can be verified by experimental data reported
by refs.[29-31].

For the case of electric field as the driving force, the electric-field threshold (E,) to

overcome the entropy barrier of polymer translocation is bias equivalent to the critical flux in

the suction model and is scaled at the order of

k, T
E, = const x qR3 ’ (3b)

with R the pore radius [29]. Taking into account of that for controlled experiments the surface
charge density (q) of polymer “blobs” in the nanopore usually is a constant and insensitive to

normal temperature change; the effective (hydrodynamic) radius of the polymer-decorated

pore, R, can be calculated in a similar way like Eq.(4a),

1
E T.)?
R, = O{E_OXT%J , (4b)
ceff 0

where E_; and E_ . are electric-field thresholds of the blank membrane and when the same

membrane is grafted with a polymer layer, respectively. Note that the exponent difference
between Eq.(4a) and Eq.(4b), it implies that a pressure-controlling experiment is preferable;
because comparing with the change of electric-field threshold, the change of critical pressure

is much sensitive to the change of pore size. Nevertheless, one advantage of translocation

experiments by electric-field driving is that the translocation frequency f,,, can be easily and

accurately obtained via the analysis of electric-current signals with respect to time trace.

It is particularly worthy of mentioning that our experimental methods are valid for the
pressure and electric injections of polymers with a radius of gyration larger than the pore
diameter and in the dilute regime. We also note that in the translocation experiments, other
polymers can be also used such as proteins [32, 33] and synthetic polymers [34, 35], in
principle our experimental methods can be extended without difficulty to these cases;

however, this topic is beyond the scope of this study.



3. Results and Discussion

3.1. Results of DNA flux through (PNiPAAm-decorated) nanopores

Our experimental results of the number of DNA translocation events through nanopores
in a tris-buffer solution as a function of pressure are displayed in Figure 2. We compare the
results for blank membranes (with gold layer) and for different grafting densities of
PNiPAAm. For different grafting densities the translocation efficiency, i.e., the number of
translocation events at a given pressure, is reduced dramatically as compared to the bare or
blank membrane. At higher pressure the higher grafting density leads to a higher reduction
of the translocation efficiency in accordance with the fact that higher grafting densities lead to
thicker polymer layers. With the help of a scaling analysis, we can show that the polymer
layers displayed in Figure 2a are in a brush state, while the polymer layers displayed in
Figure 2b are below the brush state; for the details see sections S1.1 and S1.5 of Supporting

Materials.
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Figure 2. Number of DNA translocation events with respect to pressure. (a) Grafting-density effect of different

PNiPAAm layers with a shorter polymer chain in tris buffer, the molecular weight of PNiPAAm layers is M, =

1.5x10" g/mol, and dispersity is M, /M, = 1.18. (b) Grafting-density effect of different PNiPAAm layers with a

longer polymer chain in tris buffer, the molecular weight of PNiPAAm layers is M, = 3.0 x10* g/mol, and

dispersity is M /M, = 1.25. pH value of the buffer is about 7.6 and measurement temperature is at 25 °C. The

dotted lines in the figures are guides to eyes.
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Figure 4. Number of DNA translocation events with respect to pressure. Solvent-composition response of

different PNiPAAm layers: (a) for a membrane of a higher grafting density, and (b) for a membrane of a lower
grafting density. The molecular weight of PNiPAAm layers is M, = 3.0 X 10* g/mol, and dispersity is M /M =

1.25. pH value of the buffer is about 7.6 and measurement temperature is at 25 °C. The dotted lines in the

figures are guides to eyes.

As shown in Figures 3 and Figures 4, for each membrane with a PNiPAAm layer, the
number of DNA translocation events first increases with an increase of ethanol concentration.
With further increasing ethanol concentration, the number of DNA translocation events
decreases again. This implies the size of the nanopores firstly increases under the stimuli of
increasing ethanol concentration, later the nanopore size reduces by further increasing

ethanol concentration. This indicates that grafted PNiPAAm shows re-entrant signature of
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cononsolvency transition in the ethanol/tris-buffer mixtures, as observed for flat brushes [7].
This observation is clearly supported by a study of the normalized number of DNA
translocation events which is plotted with respect to the change of ethanol concentration
under different driving pressures, see Figure 5 and Figure S5 (Supporting Materials).
Solvent-composition responsive behaviors shown in Figures 3-5 and Figure S5 indicate that

the cononsolvency effect of grafted PNiPAAm can be used to control the size of nanopores.
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Figure 6. For a polymer layer with a moderate-grafting density, when the applied flow pressure is low and in
a certain range, the DNA translocation through PNiPAAm-decorated nanopores can be regulated by the
addition of ethanol to tris buffer solutions. This phenomenon is attributed to the cononsolvency effect which
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In Figure 3b and Figure 4a, it is noted that for polymer layers with moderate-grafting
densities, when the applied flow pressure is low and in a certain range, DNA can translocate
through PNiPAAm-decorated nanopores at very low concentrations of ethanol (4.76%vol and
1.96%vol, respectively) but not at much higher concentrations of ethanol and in tris buffer.
This phenomenon is unavoidably attributed to the cononsolvency effect which causes a
collapse of the polymer layer and thus a transition between "closed" and "open" states of the
nanopores. Under the condition of flow pressure, a depiction of DNA translocation and
ethanol-concentration induced phase transition of a PNiPAAm layer around the rim of

nanopores, is shown in Figure 6.

In Figure 7, we display the results for both grafting densities at the opening of PNiPAAm-
grafted nanopores at 4.76%vol of ethanol. Comparing results for both grafting densities in tris
buffer (Figure 2) and 4.76%vol of ethanol (Figure 7), we observe a consistent increase of DNA
translocation efficiency with decreasing grafting density of the polymer layer. We made
control experiments verifying that ethanol has no swelling effect on the matrix material
(polycarbonate) used to manufacture nanopores in this study. Therefore, the origin of the
non-monotonous opening/closing behavior of the nanochannel can be merely the solvent
response of the grafted PNiPAAm. These results are in agreement with our previous studies
of flat brushes, where a non-monotonous change of the brush height is with a minimum at

low alcohol concentrations [7].
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Figure 7. Number of DNA translocation events with respect to pressure. Grafting-density effect of different

PNiPAAm layers in 4.76%vol ethanol-tris buffer mixtures when DNAs translocate through nanopores. (a)
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figures are guides to eyes.
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3.2. A comparative study between nanopore brushes and flat brushes

Although our experimental results of DNA flux through nanopores are in agreement with
our present understanding of the cononsolvency effect in grafted polymer layers for flat
surfaces, the above discussions are still qualitative so far. To get some quantitative insights,
we used the experimental results in Figures 2-4 to calculate the reference values for the
absolute height of PNiPAAm layers around the rim of nanopores using Eq.(4a), Eq.(5) and
Eq.(7), the results are displayed in Table 1. It should be noted that the small uncertainty
estimated for the thickness of polymer layers, is not accidental; it is a consequence of the fact
that the conformation fluctuation of the polymer layers is compressed by flow fields where
the free chain ends are prone to be compressed from the outer edge of the polymer layers into
a region deeper inside the polymer layers [36]. By virtue of this fact and a scaling analysis, the
relative grafting densities and morphologies of polymer layers in this study were determined,

see Table 1; for the details see section S1.5 of Supporting Materials.

Table 1. The reference values for the swollen thickness of PNiPAAm layers around the rims of nanopores in
mixtures of tris buffer added with various concentrations of ethanol. The layer thickness is calculated based on
the data of DNA translocation events reported in Figures 2-4. These data are calculated by the analytic method

developed in this study, for details see section 2.2.

grafting density Tris buffer 1.96%vol  4.76%vol  9.09%vol  13.04%vol 16.67%vol

sample name ) 5 morphologies
(chains/nm’) (nm) (nim) (nm) (nm) (nm) (nm)
higher-graft-15K ~0.30 10.0+1.0 / 85+0.1 / 9.0+0.5 / brush
lower-graft-15K ~0.15 7.0+0.1 / 3.8+0.1 6.3+0.1 / 75+0.5 brush
higher-graft-30K ~0.05 53+0.1 35+0.1 43+0.1 42+0.1 / 45+0.1 mushroom/bush*
lower-graft-30K << 0.05 1.6+0.1 / 1.2+0.1 14+0.1 / 21+0.1 mushroom

*It is hard to determine the exact morphology for this sample merely based on a scaling analysis.

In Figure 8, we also display the normalized swollen thickness of polymer layers which are
grafted around the rim of nanopores. It is observed that in Figure 8a an increase of grafting
density of nanopore brushes, weakens the collapse transition of brush layer in ethanol/tris
buffer mixtures, this follows the analytic prediction of a mean-field model for cononsolvency
transition by our previous studies [6, 37]. As well as shown in Figure 4b and Figure 8b, a
PNiPAAm polymer layer with very low grafting density below the brush state still displays
reentrant behavior; however, corresponding phase-transition behaviors are not pronounced.
It becomes clear that a pronounced switching effect can only be realized in a window of

moderate grafting densities.

In Figure 8b, we observed that a decrease of grafting density weakens the collapse
regarding the normalized swollen polymer thickness, this is quite different from brush
behaviors as shown in Figure 8a. These observations are manifestations that phase behaviors

of grafted polymers at a collapsed state (poor-solvent state) can be quite different from free
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polymers in solutions. Merely with a decrease of the grafting density of a PNiPAAm layer, at
a poor-solvent state the swollen polymer chains can show various morphologies [38-41] such
as collapsed brush, coexistence of two phases, octopus-shape micelle and collapsed globule.
In Figure 8, it is interesting to observe in our current experimental data that the grafting
density has only a very small effect on the solvent-composition location of the maximum
collapsed state, whether or not the polymer layer is located in the brush regime. These above-
mentioned phase behaviors of PNiPAAm layers grafted around the rim of nanopores, are
also observed in our study of grafted PNiPAAm polymers on flat surface both in
ethanol/water mixtures [7] and in ethanol/tris buffer mixtures, see Figure S6 and Figure S7

(Supporting Materials).
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Figure 8. Ethanol-concentration response of grafted PNiPAAm polymers around the rim of nanopores, the

relative polymer thickness is calculated by the analytic method as described in section 2.2. (a) Membranes

with the molecular weight of PNiPAAm layers M = 1.5 x 10* g/mol, and dispersity M, /M, = 1.18. (b)

Membranes with the molecular weight of PNiPAAm layers M = 3.0 x 10" g/mol, and dispersity M /M, =1.25.

pH value of the buffer is about 7.6 and measurement temperature is at 25 °C. The dotted lines in the figures

are guides to eyes.

Figure 9 shows measurements of in-situ Vis-spectroscopic ellipsometry for equilibrium
swollen thickness of two PNiPAAm brushes with different grafting densities on flat surface
which are immersed in tris-buffer/ethanol mixtures, for more results also see Figures S7-S9
(Supporting Materials). The methods of preparing these flat brushes and conducting
ellipsometry experiments were reported in our previous studies [42]. The ellipsometry study
clearly indicates that PNiPAAm brushes undergo a collapse with respect to an increase of
ethanol concentration; as well as at higher concentration of ethanol, the PNiPAAm brushes
begin to show re-entrant behavior. It also indicates that a slight increase of grafting density of
PNiPAAm flat brushes, slightly weakens the collapse transition of flat brushes in ethanol/tris

buffer mixtures. In addition, it is of interest to see that in the re-entrant transition for the
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relative brush thickness (Figure 8a and Figure 9b), nanopore brushes and flat brushes show
similar re-entrant behaviors regarding the change of grafting density. These ellipsometry

observations qualitatively cross-verified our DNA translocation experiments.
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Figure 9. A study of in-situ Vis-spectroscopic ellipsometry for equilibrium swollen brush thickness on
grafting-density effect in the cononsolvency transition of grafted PNiPAAm brushes in ethanol/tris buffer

mixtures on the flat surface, at the temperature of 25°C, the pH value of the buffer is 7.45: (a) absolute swollen

brush thickness; (b) normalized swollen brush thickness. Experiments were conducted with the molecular
weight of M, = 6.1 x10" g/mol, M, /M, =1.40 for all polymer brushes. The dotted lines in the figures are guides

to eyes.

From the comparison of Figure 8 and Figure 9, it should however be noted that the phase-
transition window detected by translocation experiments through nanopores under non-
equilibrium conditions differs from the window detected by ellipsometry experiments at
equilibrium states. The reason for this discrepancy may be attributed to the fact that the brush
is subjected to flow fields, osmotic pressure induced by the translocating DNA and
hydrostatic pressure effects. From the theoretical description of the cononsolvency transition
in brushes and in solutions [6, 43], it is known that densification of the polymer due to
external forces shifts the cononsolvency transition to smaller cosolvent concentrations. It is
worthy of addressing that from the comparison of Figure 8a and Figure 9b, it can be seen that
despite of the shift in the transition window, the reduction of relative height in the flat brush
corresponds the change of the radius of the polymer-grafted nanopore when the grafting
density is at the same level, see data of blue circles in Figure 8a and data in Figure 9b, this can
be analytically predicted by our previous theoretical studies for brush layers [6, 37]; readers

who are interested in theoretical details, please refer to our previous publications [6, 371.

4. Conclusions

In summary, one contribution of our study is that we demonstrated that small amounts of
ethanol admixed to an aqueous solution can trigger the translocation of DNA through
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polymer-decorated nanopores. We can identify the cononsolvency effect as being responsible
for this observation which causes an abrupt collapse of the brush by increasing the alcohol
content of the aqueous solution followed by a reswelling at higher alcohol concentration.
Regardless of the grafting density of a grafted PNiPAAm polymer layer around the rim of
nanopores, in the alcohol-tris buffer mixtures, the polymer layer displays solvent-
composition responsive behaviors in the range of metabolic pH values and room
temperatures. Our study also shows that a pronounced switching effect can be only realized
in a window of moderate grafting densities of PNiPAAm layers. Although in this study
PNiPAAm was chosen as a model synthetic polymer, due to the universality of the
cononsolvency effect in competitive solvents the conclusions made for PNiPAAm can be
extended to other synthetic polymers as well as to biopolymers [4, 44]. As a proof of concept
of using synthetic polymers to mimic biological functions of cell-membrane channels [8, 45],
our study clearly transpired that cononsolvency effect of polymers can be used as a novel
trigger [46] to change the size of nanopores in analogy to the opening and closure of the gates

of cell-membrane channels.

Another contribution of our study is that using the suction model for the pressure-driving
translocation of the DNA chains and on the basis of the DNA-translocation efficiency, for the
first time we were able to quantitatively measure effective hydrodynamic thickness of a
polymer layer which is grafted around the rim of nanopores. We envisage that our study will
spawn further developments for the design of switchable nano-gates and nanopores which

are also based on other stimuli-responsive effects such as thermal and pH responses.
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The details of methods used in this study: (1) the method of preparing PNiPA Am-grafted
gold membranes; (2) the method of identification and counting of DNA translocation events
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Abstract :

Some natural systems known as Brownian ratchets use thermal fluctuations to extract
mechanical power. In these systems, diffusion is biased in order to achieve unidirectional
biological processes. Good examples are the molecular motors as kinesins or myosins
that walk on the cytoskeleton and use ATP to bias their movement. Another case is
the transport of mRNA between the nucleus and the cytoplasm through Nuclear Pore
Complexes (NPC). The NPC is a large molecular complex which selects molecules that
enter or exit the nucleus. It has been shown to be highly selective and directional. To study
the directional transport of biomolecules through the NPC, a simplified mimetic device
based on nanoporous membranes was designed. Our approach used near-field microscopy
technique, Zero Mode Waveguide for Nanopores. With this method single DNA molecules
translocation through nanopores was observed in real time. Ratchet agents which are
polycations that bind strongly to the DNA and cannot diffuse through the pore were
added on the exit side of the membrane. We quantified the effect of the ratchet agent on
the translocation frequency of DNA molecules and established the proof of principle of
the translocation ratchet. From these measurements, we defined a ratchet efficiency that
we characterized according to its geometrical and kinetics parameters and compared with
coarse grained modeling. We observed a critical length of 3 kbp for the DNA molecule to
trigger the ratchet effect, that we explained according to a DNA loop formation model.

Résumé :

Il existe dans la nature des systemes connus sous le nom de ratchets browniens qui uti-
lisent les fluctuations thermiques pour extraire un travail mécanique. Dans ces systemes,
la diffusion est biaisée de maniere a rendre possible des processus biologiques unidirection-
nels. Les moteurs moléculaires en sont de bons exemples, comme la kinésine et la myosine
qui se déplacent sur le cytosquelette et utilisent I’ATP pour biaiser leurs mouvements.
Un autre cas est le transport d’ARNm entre le noyau et le cytoplasme a travers le pore
nucléaire (NPC). Le pore nucléaire est un complexe moléculaire massif sélectionnant les
molécules qui peuvent entrer ou sortir a travers le noyau. Le pore nucléaire a été prouvé
comme tres sélectif et directionnel. Pour étudier la directionnalité du transport de biomo-
lécules a travers le pore nucléaire, nous avons développé un systeme simplifié mimétique
basé sur les membranes nanoporeuses. Notre approche s’est basée sur une technique de
microscopie de champ proche, le Zero-Mode Waveguide pour nanopores. Avec cette mé-
thode, nous avons observé la translocation en temps réel de molécules d’ADN uniques
a travers des nanopores. Des agents de ratchet, constitués de polycations se liant forte-
ment a 'ADN et ne pouvant pas diffuser a travers le pore, ont été ajoutés a la sortie
des nanopores. Nous avons quantifié 1'effet de ces agents de ratchet sur la fréquence de
translocation des molécules d’ADN et mis en évidence le fonctionnement expérimental
du mécanisme de ratchet de translocation. A partir de ces mesures, nous avons défini
une efficacité de ratchet que nous avons caractérisée par rapport a ses parametres géomé-
triques et cinétiques puis nous l'avons comparée a des modeles phénoménologiques. Nous
avons notamment observé 'existence d’une longueur critique de 3 kbp pour la taille de la
molécule d’ADN pour activer 'effet de ratchet, ce que nous avons expliqué a partir d'un
modele de formation de boucles d’ADN.
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