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1. Introduction



L’ADN : un assemblage spécifique de bases ...
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ADN sur bicouche lipidique
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FIG. 1. Single A-phage DNA molecule adsorbed onto
a cationic lipid bilayer supported on a glass substrate.
(a) Schematic (not to scale) sketch of the experimental setup.
(b) Time series of fluorescence images at 2 sec intervals
(bar represents 10 wm). (c) The center-of-mass motion of a
10.090 bp A-DNA fragment following diffusive behavior.

B. Maier, J. O. Radler, Phys. Reuv. Lett . 82, 1911 (1999)



A grande échelle : comportement

d’un polymere élastique A petite échelle : hybridation des
-> caractérisation quantitative bases en paires
-> comportement -> ouverture/fermeture locale
« universel » (indépendant de la -> dépendance dans la séquence
séguence)
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e
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KirbyResearch — les deux
Cornell Univ.

descriptions?



2. Description a petite echelle :

I’nybridation



Interactions spécifiques et non spécifiques, intermoléculaires et intramoléculaires:
-Compétition entre énergies de liaison et entropie

Interactions spécifiques jouent un rdle tres important dans la cellule:
- Enzymes

- ARN catalytiques

- régulation de la transcription (cf. amphi)

- siARN (découvert en 1998!)

Comment mesurer, quantifier et modéliser un processus de reconnaissance
spécifique entre biomolécules?

Ici: ’hybridation de ’ADN a I'’équilibre thermodynamique.
A I'heure actuelle, c’est 'exemple le plus étudié et le mieux décrit de fagon quantitative.

Hybridation
@ +

Dénaturation
Fusion

ADN simple brin ADN double brin



2- APPROCHES EXPERIMENTALES ET THEORIQUES

Plusieurs techniques de mesure

Principe: Mesurer la fraction des bases appariées en fonction de la température.

Un signal dépendant du caractere ouvert ou fermé peut étre obtenu par plusieurs techniques:
Absorption UV (souvent 260 nm)

Fluorescence (FRET = fluorescence resonance energy transfer):

Emission: Emission:
477 nm FRET 528 nm
Stimulation:

405 nm L L o
. — xp

(si distance <10 nm)




Absorbance at 260nm

Une mesure typique

Low temperature: High temperature:
condensation degradation
drift
0.58 evaporation
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0.54
0.52
0.5 folded or unfolded or
associated dissociated
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Schéma explicatif
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» Possible car énergie libre de liaison H ~ 1-2 kT
« AT =2 liaisons H, GC = 3 liaisons H -> dépendance en la séquence!



Dépendance dans la séquence

L.A.Rowland,
Univ. of Toronto
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La température de dénaturation est une fonction croissante de la fraction de paires GC



Description thermodynamique

d’une équilibre chimique entre deux états

EDJr& = Qo

ADN simple brin ADN double brin

EN SOLUTION



Systeme a deux états :
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closing
kopening
Energie H,c.q, ENtropie S .4
Energie Hopen, Entropie SOpen
AH = I_Iclosed — Hopen <0
AS = Sclosed - Sopen <0
Fraction du temps e-AG/kT
passée dans l'état J = avec AG=AH-TAS
fermé : 1+ e_AG/kT

T = AH/AS

melting



BILAN DU MODELE A DEUX ETATS

AH-=TAS
Equilibre chimique Kp=e = #7

Bimoléculaire Intramoléculaire
non-auto-complémentaire auto-complémentaire
S1+Sy+=D 28 =D S+ D
20 0 6
Kp = 2 P
cr (1 —6) 2¢r (1 —6) 1-6
_ AH AH AH
" AS+kln<r AS +kInCr AS
00 90
AH =6kT2 — 2 9V




COMPARAISON AUX DONNEES EXPERIMENTALES

Forme de ©(T): constance de AH et AS

5'-ATCGTCTGGA-3'

3'-TAGCAGACCT-5'

OB Fivnnes ....... ....... 7 F . .......
L b e JF F . SR
Oid oo evivns — gy - - —
Q.2 ) wes ....... y " i ...... .......

0.0 b= il ] . ; 5
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T (Kelvin)

Fig.1. Melting curves for the 10-bp DNA duplex oligomer (ODN1, fgc = 0.50)
(foc, fraction of G-Cbase pairsin the duplex) 5'-ATCGTCTGGA-3' (ata Gt of 2 X
10~ M) in solutions of sodium concentrations (left to right curves) 0.069, 0.12,
0.22,0.62, and 1.0 M. The thick black curves span arange of 6from 0.15t0 0.85,
where the data are the most accurate. The central vertical line through the
curves shows the temperature chosen.

Concentration
de sel

“+0.069 M
0.119 M

0.220 M
0.621 M

1.020 M

305 310 315 320 325 330 335
1/T (1/Kelvin) x 107

Fig. 2. Plots of In K vs. 1/T for the five Na* concentrations (mol/liter) for
ODNI1.

Owczarzy et al, PNAS 25, 14480 (2003)



1/T1n ( K-'l )

0.00316 4

Effet de concentration
Si+ Sy +=D

0.00312
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In C,

Mergny et Lacroix, Oligonculeotides 13, 515 (2003)



Prédire I’hybridation et les structures secondaires de ’ADN et FARN
a partir de la séguence:

MODELE DU PREMIER VOISIN

Dans des conditions expérimentales appropriées, les deux représentations des donnés
In K versus 1/T
1T, versus InC;

permettent de déterminer AH et AS avec une bonne précision.

Ainsi, 108 oligonucléotides de tailles et séquences variables ont été analysés.
10 parametres ont été dérivés par régression linéaire.

Ces études ont permis le développement d’un modele qui permet de calculer AH et AS
pour l'interaction entre des brins d’ADN en fonction de la séquence et en fonction des
concentrations en ADN et en sel monovalent.



TABLE 1 Nearest-neighbor thermodynamic parameters for DNA
Watson-Crick pairs in 1 M NaCl*

Propagation AH° AS° AGS,

sequence (keal mol™) 109 E(i':l'/)(r:ol 9 (keal mol™")

AA/TT —7.6 -21.3 —1.00

AT/TA -72 —20.4 —0.88

TA/AT —7.2 —21.3 —0.58

CA/GT -85 —22.7 —1.45

GT/CA -84 —22.4 —1.44 10 paires
CT/GA ~7.8 —~21.0 —1.28 differentes
GA/CT —8.2 —22.2 —1.30

CG/GC —10.6 —27.2 —-2.17

GC/CG —9.8 —24.4 —2.24

GG/CC —8.0 —19.9 —1.84

23 kcal/mol = 1 eV =40 kT5pp«
[ — X Y — 3

3 ¢ XCYC v 5

Santalucia et al, Annu. Rev. Biomol. Struct. 33, 415 (2004)



Bonne corrélation entre expérience et théorie
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Figure 3 Lxperimental Ty versus predicted Ty, for 81 duplexes 6 1o 24 bp in length
in solutions ranging from 0.01 to 0.5 M NaCl. Linecar regression gives a slope of 1.02.
intercept of 0.11. and R* = 0.97. The average absolute deviation is 2.3°C.

Santalucia et al, Annu. Rev. Biomol. Struct. 33, 415 (2004)



Application : structure secondaire de 'ARN

ARN de transfert Primary Structure

, 5 10 15 20 25 30 a5 40 45 50 55 60 65 70 75 :
5’ GCGGAUUUAGCUCAGDDGGGAGAGCGCCAGACUGAAYAYCUGGAGGUCCUGUGTYCGAUCCACAGAAUUCGCACCA 3

|

Secondary Structure Tertiary Structure

Bras accepteur g 2
portant acide aminé ‘

Anticodon
Loop

Anticodon ‘
Loop oA
GAA = codon
du glutamate [Paul Gardner, Vizualising RNA]

Loop



Application : structure
secondaire de ’'ARN

ARN ribosomal 16S

(a la base de la
classification
phylogénétique
actuelle)
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Comment déterminer la structure secondaire de ’ARN?

Un exemple : AAAUUUGGGCGCGCGAUAUACGAUGCUCUGAGAGUC

THE RNA INSTITUTE SEARCH Q

COLLEGE OF ARTS AND SCIFNCES The m 'FO -I_ d Web Server

DINAMelt Application Mfold Application

Applications

RNA Folding Form

o RNA Folding Form
o DNA Folding Form
o Structure Display and Free M. Zuker

Energy Determination

: Mfold web server for nucleic acid folding and hybridization prediction.
RNA Falding Form Nucleic Acids Res. 31 (13), 3406-15, (2003)
(version 2.3 energies) [Abstract] [Full Text] [Supplementary Material] [Additional Information]

°

View Folding The folding temperature is fixed at 37°. You may still fold with the older version 2.3 RNA parameters, which allow the temperature to be

varied.
Results
DNA mfold server. Quikfold. Fold many short RNA or DNA sequences at once.

o

Folding Results

Enter sequence name:
Documentation
Enter the sequence to be folded in the box below. All non-alphabet characters will be removed.
o Mfold References FASTA format may be used.
o FAQs
o Folding & output options
o

Folding with constraints

<

Software

Serveur calculant les énergies libres des structures a partir de la table de 10 valeurs précédente




Application : structure secondaire de ’ARN

10 paires A e s s R 7 paires dont 5 GC
dont 3 GC u Y A Boucle = 7 bases
Boucle = A\ /A 20 |
A
5 bases G—C |
\ \ u
C—G\ |
A L\J 10
/ U C—G
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L | / CA
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5 3
AG = -6.4 kcal/mol AG = -5.9 kcal/mol

Différence entre les deux AG ~ 1 kT !



Comment I'algorithme peut-il énumérer toutes les structures secondaires?

Nombre de structures secondaires pour un ARN de longueur n :

« Enumeération impossible ....

« Mais algorithme de Nussinov (1978) permet de trouver la structure
d’énergie libre la plus basse en un temps ~ n3 a I'aide d’une construction

itérative
C’est 'algorithme qu’utilise Mfold

* On ne sait pas prédire de maniere systématique la structure tertiaire ...



3. Description a grande éechelle :

I’élasticité



ADN sur bicouche lipidique: marche aléatoire 2D avec « volume exclu »

—_
)
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=
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C)

b)

FIG. 1. Single A-phage DNA molecule adsorbed onto
a cationic lipid bilayer supported on a glass substrate.
(a) Schematic (not to scale) sketch of the experimental setup.
(b) Time series of fluorescence images at 2 sec intervals
(bar represents 10 wm). (c) The center-of-mass motion of a
10.090 bp A-DNA fragment following diffusive behavior.

Rg (pm)

B. Maier, J. O. Radler, Phys. Rev. Lett . 82, 1911 (1999)



Théorie de Flory et exposant « critique »

Polymeére de longueur L, rayon de giration R(L)??

« En l'absence d’interaction de répulsion des monomeéres, on a une marche aléatoire de
N pas, avec N =L/I, (longueur de persistance) donc

2 2
Pr(R) ~ exp| - R = |~ exp —R—
2(NLY) 2L

2
~ exp(—%) =E, ~ kTR_ « énergie » élagtique
kT 2LI (en fait entropie !!)

« En présence d’interactions :

2 2
N L ol N L
Eint ~ Edex C(-x)2 avec C(x) = RD = RDl g Eint ~ gR (F) ~ & RDZ;

p

énergie d’interaction due au volume exclu



Théorie de Flory et exposant « critique »
Polymeére de longueur L, rayon de giration R(L)??

Energie totale :

2 2
E(R) - Eelast t Eint ~ kTR—+ € ll; 5
2LI, R"L |
R*
Valeur de R minimisant I’énergie totale :
2
E 7 R _p L oo pepo
dR LI, R™I
3
Exposant de Flory : V=
P y D+?2

(exact en dimensions D=1 et D=2, approché en D=3 : vraie valeur = 0.588...

liens trés profonds et subtils avec la transition de phase para/ferromagnétique,
De Gennes 1971)



Etirement de I’ ADN par « pieége magnétique »

Courbe force/extension : [ ( f ) (par base)

Travail de la force

Coow | W)= [dr @)
_ =fxl-g(f)

1 f
e g(f)= [

Energie libre par base

Relative extension (I/1y)

J. F. Allemand, D. Bensimon, V. Croquette, Cur. Op. Struc. Biol. 13, 266 (2003)




Les modeles d’élasticité

» Loi de Hooke (ressort) : l(f) =K X f

b\ kT

« Chaine a articulations libres : l(f) = bp|coth| — [-—

kT) fo

Z-axis 4
I

External force f (analogie avec le modele de
Heisenberg pour le

paramagnétisme)
Segment length b

b "

0.8

0.6 |-

0.4

Fixed end

0.2

[www.physik.uni-muenchen.de]




Les modeles d’élasticité

« Le modele du ver :

Longueur totale fixée (=L). Vecteur tangent (de norme unité) qui varie
le long de la chaine

s=L
L
E=C fds |d_t/>ds|2 avec |_t?s)=1|
s=0

41_'(3)
et C = LP * kBT S=o

si dt/ds grand, beaucoup de courbure

(Lp = longueur de persistance)

Calcul compliqué ...

fy 1 KpH_1

~

kT >l 4
e

[courses.physics.illinois.edu]

(lp=0.34 nm, L, =50 nm)



Que se passe-t-il si on tire sur PADN a l'aide d’un piege optique?

100
X  dsDNA
FIC
WLC interpolated
10 4 —— WLC exact
Hooke's law

Force (pN)
|

0.1 -

0.01
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Extension (x/L)

Elasticité de Hooke a faible force ...
Le modele du ver est excellent a toute force!!



Transition de phase structurelle

100

|
100 |
Inextensible WLC —|

dsDNA solid stretch —w

T~

ADN surétiré =
10 houvelle forme d’ADN

10

\ Force (pN)
&

en double hélice
Par exemple :

Distance entre paires

En présence de sel,
L’ADN simple brin se
recroqueville sur lui-

—e—dsDNA
— — -WLC-53
ssDNA 5 Mg*+
a ssDNA 2 Na+
o ssDNA 150 Na+t

de bases contigles =
0.58 nm
(au lieu de 0.34 nm)

méme (appariement)

-> force critique pour Extension/B-form

casser cette structure



Longueur

Couplage torsion/extension

Tube élastique: instabilité de flambage

Magnetic Bead

Magnetic Bead

Glass surface

T. R. Strick et al, C.R. Physique 3, 595 (2002)



Dénaturation

Relative Extension 7 /1,

0.8

0.6

0.4

0.2

Elasticité de I" ADN: plus qu’ un simple tube

nn number of turns applied
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4. Dynamique

Couplage élasticité/dépliement pour une molécule d’ARN
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Une structure simple: ARN « hairpin »

RNA/DNA RNA/DNA

handle A handle B
o -— —_—
ACAS' Biotin Digoxigenin

P5a
20 220 230 240
Z 15
2
S 10
o
LL
5.
100 150 200 250
Extension (nm)

Liphardt et al, Science 292, 733 (2001)



open

Transitions entre |’ état ouvert et |’ état fermé

70 14.4-pN
50

£ 30 dwell-times-for-open-state

o

5 10

B

2

=

g

Q

O

closed-state

0 1.0 2.0 3.0 1.0
dwell-time,-s

20 nm | 1s

13.7-pN

dwell-times-for-open-state

closed-state

dwell-time,-s

Liphardt et al, Science 292, 733 (2001)



Transitions entre |’ état ouvert et |’ état fermé
: A s “* 15.2 pN
i e | ™" 14.6 pN

|
|
|
| LA L
| <— A2=22-nm —> 14.1pN
|

| /
e - oo, P o..... ..00‘
Open A T 24 *eoee? - oo —> ,NWM‘NMWMM 14-0 pN
20nm [1s

70 14.4-pN 13.7-pN

50
-E 30 dwell-times-for-open-state dwell-times-for-open-state Kk + exp(-k +t)
5 10
N
3
=)
=}
3

k_exp(-kt)

closed-state

2.0 3.0 4.0 .
dwell-time,-s dwell-time,-s



Dynamique et passage de barriere

F
ARN P5ab

L—CH%>—o—c—o—o—c—o—o—o—o—c—>—o—>—o—c—c—c—o’> Y

AR EEEE R R E R R E R

F-—O—ooc—o—)—o—c—>—o—o—c—c—o—c—o—c—o—>—o—o—o\ >
o

F

Codt en énergie libre pour
10 . . ouvrir n paires de bases :

Energie |
libre

s

AG(n)= Y g(b,b,,)

i(<n)

-nx2g. (f)
— AG*

Closed  m————— OC k+ ~ €XP(AG+ /kT)

RNA  open region boundary closed region RNA k_~exp(AG_/kT)
_ -




Des ARN plus complexes ...

A
C
A G
G—C
G—C
C—G
PSaA_U
G—C
U—A
C—G
G
A—U

c

j

>
(@)
>

v
[$,]
oocCconc

[N
OOOCO>

> S
> > c
> 5 o» 0

13/' U—-A T2
G—C
_ cC-6
PSc GUAS TS AC—G
AAAGG C—6G
CG 1] ’ P4g:g .
U+G | N
A—U G+ U 5
G-c P6R g
A—U
P5by — A A c
UeG A G
c18 gy
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